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(57) Abstract 



The invention concems a method for detecting or locating one or several genes of one or several specific A DNA sequence or one 
or several molecules reacting with DNA on a B DNA characterised in that it consists in: (a) fixing and combing a certain amount of said 
B DNA on a combing surface; (b) reacting the product of the B combing witfi one or .%vcral probes, linked with the gene(s) or specific 
A DNA sequences, or with the molecules capable of reacting with DNA; (c) extracting infonnation corresponding to at least one of the 
following categories: (1) the position of die probes, (2) the distance between the probes, (3) the size of the probes (fte total sum of sizes for 
quantifying the number of hybridised probes) for detcnnining therefrom the presence, the location and/or the amount of genes or specific 
A DNA sequences. This method can be used in particular for the diagnosis of genetic diseases. 

(57) Abr^g6 



La pr^senie invention conceme un procddtf de detection de la presence ou de la localisation d'un ou plusieurs gfenes ou d'une ou 
plusieurs sequences d'ADN sp6cifique A ou d*unc ou plusieurs mol6cuIes rtfagissant avec TADN .lur un ADN B, caracl6ris6 en ce que: (a) 
on fixe ct on peigne une certaine quantttd dudit ADN B sur une surface de peignage; (b) on fait r6agir le produit du peignage B avec une 
ou plusteure sondes lidcs auCx) gfcnc(s) ou aux s6quences d'ADN sp6cifiques A, ou aux molecules susceptibles de r6agir avec I'ADN; (c) 
inj piciovc i'uirujiiidiluii coiicspuiiuttiii k i uiic au nioiiis des categories suivunicii; (t; la position des sondes; {^l) la atsiance entrc sonoes; 
(3) la taille des sondes (la somme totale des tailles permettant de quantifier le nombre de sondes hybridfies) pour en dtfduire la presence, la 
localisation et/ou la quanritd des gfencs ou des sequences d'ADN spficifique A. Ce proc6d6 peut 6tre utilise notammcnt pour le diagnostic 
de maladies gdnitiques. 
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PROCEDE DE DIAGNOSTIC DE MALADIES GENEllQUES PAR PEIGNAGE MOLECULAIRE ET COFFREF DE 
DIAGNOSTIC 

La presentc invention concerne noiammcnt uii proccdc de detection et de 
positionnement de sequences polynucleotidiques (pouvam conienir ou non des genes ou 
parties de genes) dans un genome ou une panie de genome grace a In technique dite du 
pcignagc molcculairc. 

5 La presente invention concerne egalemcnt un proccdc dc detection ci dc 

positionnement de reactifs d*origine btologiquc, uaturcllc oit synthctiquc, par 
association desdiis reactifs avec tout ou panie dc T ADN peignc. 

La technique du peignagc moleculaire, telle que dccrilc dans les 
references ci-aprcs : PCT/FR95/00I64 du 10/02/95 el PCT/FR95/00165 du 10/02/95, 

10 nppliquee aux acides nucleiques. et plus particulierement a TADN genomiquc, pcrmct 
rcxiension uniforme et la visualisation de T ADN ou de TARN sous forme dc filamems 
rectiligncs ei praiiqucmcni alignes. 

La presente invcniion repose sur la mise en evidence du fail que, grace a 
des sondes, c'est-a-dirc des polynucleotides contenani un encliatnement dc sequences 

i5 nucleoiidiques telles que des molecules d'ADN marquees qui reconnaissent 
specifiquement des parlies dc l*ADN aligne, qu'on hybride sur 1*ADN peigne» on peut 
directemeni visualiser sur le genome peignc la position dc la sequence complemeniaire. 

Dans ces condiUons» il est possible, par exemple en ulilisant deux sondes 
marquees avec des chromophores diffcrenis ids que visualisablcs avec une coloration, 

20 rouge et vert par exemple, de mcsurcr la distance qui les separe. Mais il est possible 
egalemcnt, en utilisant dinerentcs sondes ou une scrie de sondes coniigues (ci-aprcs 
denommees "comig")» dc mesurer direciemcni la longueur dc la zone inieressantc, ct 
d'en mcsurcr les cveniuelies alterations dans le cas d*un genome ajiomial. 

La presente invention concerne done, notammcnt, le diagnostic des 

25 maladies genetiques se caracterisant, de preference, par des alterations imporianies du 
genome, soit dans sa structure, deletion, translocation par exemple, soil dans k nombrc 
de copies de ccrtaines sequences (trisomie par exemple ou la sequence reprcscnte la 
loialiie d'un chromosome), ainsi que des precedes permettam de localiscr el dc 
cartographier rapidemcnl des genes. 

30 Le diagnostic gcneiique peut ctre divisc en plusicurs domaincs: 

- prenatal, 

- pathologies a camposanie genciique, 

- cancer ei susceptibilite au cancer. 
Diagnosiic nre-natal 

35 La majeure panic (95 Va) des anomalies fcialcs sent dues a des 

irisomies des chromosomes 21, 18, 13, X ou Y. Leur diagnostic indubttabic esi pius ou 
moiiis tardtf fl7cmc scmaine canienorrhec, par umnloccniesc par exemple). 
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L'amnioceniese demande une ponction imponante de liquide nmnioiique (quelques 
dizaiaes de millilitres) duquel des cellules foctales cn suspension soni exiraiies ei 
cultivees pendant piusieurs jours (voir la technique decrite par S. Mercier ct J.L. 
Bresson (1995) Ann. Genet,, 38, 151-157). Un car>'oiypc dc ccs cellules est cffeciuc par 
5 observation microscopique el complagc des chromosomes par un personnel ires 
specialise. 

Une technique faisant appel au prelevemcnt de villosiles choriales permei 
de se dispenser de fetape de mise en culture et evite le prelcvement de liquide 
anmiotique. L*analyse du caryotypc demande cependant le meme travail (voir Medccine 

10 Prenatale. Biologic Clinique du Foetus, Andre Boue, ed. Flammarion, 19S9). Ccs deux 
techniques peuvent etre appliquees plus precocement (jusqu'a 7 semaincs de gestation 
pour le prelevemeni de villosites choriales el 13-14 semaines pour Pamniocentese), mats 
avec un risque legerement accru d'avonemenl. Enfin, un prelevemcnt direct de sang 
foetal au niveau du cordon ombilical pernict le caryoiypage sans culture mais suppose 

15 une equipe de clinicicns specialises dans ceite technique (Donner C. ei al., 1996, Fetal 
Diagn. Ther.,10, 192-199). 

D'autres anomalies comme des translocations ou des deletions/insertions 
de panics importantes de chromosomes peuvent etre detectees a ce stadc, ou cn 
empioyant des techniques comme Thybridation fluorescente in situ (FISH), Cependant, 

20 la encore, ce type de diagnostic ne peut etre realise que par un personnel tres qualific. 

Des etudes monireni, par ailleurs, qu'il n*e\iste pas encore de methodes 
immunologiques permettani la detection de marqueurs foetau.K dans le sang malernel 
pennettanl un diagnostic indubitable de la trisomie 21 ou d^autres anomalies (voir, par 
exemple, Wald N.J. et ai., \9%, Br. J. Obstct. Gynaecol., 103, 407-412 pour le 

25 syndrome de Down lie a la trisomie 21). 

Les diagnostics prenataux acluels ont done de nombreux desavaniages : 
ils ne peuvent etre effectues qu'a un stade relativement tardif du dcveioppement dc 
I'embryon; ils ne sont pas tolalement denues de risque pour Ic foetus ou pour la mere; les 
resuliais sont souvent obtenus apres un temps assez long (environ 1 a 3 semaines 

30 suivant la technique) et sont couteux. Enfm, un certain nombrc d'anomalies 
chromosomiques passent inaper^ues. 
Diagnostic de pathologies a composante genetioue 

De nombreuses maladies ont une composanic gcnetlquc reconnuc 
(diabete, hypertension, obesite, etc.) qui est le rcsultai de deletions, insertions et/bu 

25 remanie.ments chromosomiques de tallies variables. La misc en culture de cellules ne 
pose pas de probleme a ce stadc, mais les techniques de FISH, decriies par Lichicr G.D. 
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et al. (1993), Genomics, \6, 320-324 ; Brandritt B. ci al. (1991), Genomics, jO. 75-S2 et 
Van den Hengh G. et al. (1992), Science. 257. 1410-1412), ont ime resolution limitee et 
font appel a un personnel tres qualifie, rendant ccs tests pen accessibles. 

Le developpement d'un test plus pcrfomiant et bon marchc permetirait 
5 Tadoplion generate de therapies adaplees, a un stade precoce dcs pathologies impliquees, 
susceptible d'ameliorer Icur remission. 
Diagnostic cancereux 

Parmi les pathologies a composajUe genctique, les affections cancereuses 
constituent une classe tmportante affectant une partie croissante de la population. La 
10 comprehension actuelle du processus d'apparition d'un affection cancereuse fait 
inlervenir une etape de proliferation de proto-oncogenes (mutations dans le genome des 
cellules) qui precede la transformation de la cellule en cellule cancereuse. Ceue etape de 
proliferation n'est malheureusemcnt pas detectable, alors que la possibilile d'effeciuer un 
iraiiement a ce stade augmenterait assuremeni les chances de remission et diminueraii le 
1 3 handicap des patients. 

Enfin, nombre de tumeurs sont caracterisees par des remaniements 
chromosomiques tels que translocations, deletions, trisomies pariielles ou completes, 
etc. 

Dans chacun de ces domaines, le pcignage moleculaire peut apporter une 
20 contribution majeure, soit par la rapid) tc et la faible quant ite de materiel biologique 
necessaire, soit par la precision quaniiiaiive des resullats. 

LMnterei de la technique apparait lout particulierement dans le cas oii le 
materiel genetique provient de cellules qui ne se diviscnr plus ou nc pcuvcnt etre mises 
en culture, voire de cellules mories dans lesquclles I'ADN n'est pas significativemeni 
25 degrade. 

Dans le cas du diagnostic prenatal, il en est ainsi apres extraction des 
cellules foetales circulant dans le sang matemel (Cheung et al., 1996, Nature Genetics 
Hi 264-268). II en est de mcme dans le cas de cellules cancereuses provenant de 
cenaines lumeurs. 

30 Le peignage moleculaire permet d'amsliorcr les possibililes de diagnostic 

de maladies gcnetiques, mais il peut egalement permettre I'etudc et la mise en evidence 
des sequences genomiques responsables desdiiss maladies. D'ailleurs, actuellement, la 
mise au point d'un ".kit" ou coffret de diagnostic commence par la recherche du gene 
impliquc dans la pathoiogie. 

35 La recherche de genes impliques dans des pathologies (humaincs ou 

autres) est aujourd'hui effectuee en general en plusieurs etapes : 
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(i) Etablissemenl d'une population cible d'individus aiicims par la 
pathologies, de leurs descendants, ascendaiiis et collateraux, ct preleveincni 
d'echamillon sanguins et/ou cellulaires en vue du siockage dc materiel gcneiique (sous 
forme d'ADN ou de souches cellulaires). 
5 (ii) Localisation genetique par analyse de probabilite de co-segregaiion 

avec des marqueurs genetiques (linkage analysis). A ce stadc dc I'eiudc, on dispose dc 
quelques marqueurs proches localises sur an (ou plusieurs) chromosDme(s) donne(s) qui 
permettent dc passer a I'etape dc localisation physique. 

(iii) Cartographic physique : a partir des marqueurs genetiques oblenus a 
10 I'etape precedente, un criblage de banques dc clones d'ADN humain (YACs. BACs, 

cosmides ou auires) specifiques de la ou des regions determinees a I'etape precedente est 
effcctue. On obtient ainsi un certain nombre de clones contenant les marqueurs 
precedents. La zone d'interet peut etre alors cartographiee precisemem en uiilisant des 
clones de laille decroissanie. Un clonage de la pariie du genome consideree peut 
15 egalement etre effectuee a nouveau a panir de I'ADN humain. 

(iv) Recherche du gene ; plusieurs techniques peuvenl etre utilisecs a ce 
slade: exon "trapping" (utilisation de librairies de cDNA (ADN couplementaires 
obtenus a panir d'ARN messager)), ilots CpG. conservation de sequences inicr- 
specifiques, etc, qui permettent d'assigner une sequence codante a Tun (ou plusieurs) des 

20 clones selectionnes aux etapes precedenies. 

L'ensemble de ceite strategic represenie un travail important G^^qu'a 
plusieurs annees, eventuellement). Aussi, toute technique permeuant d'arriver plus 
rapidemenl a Telape (iv) constitue un atout pour la recherche de genes mais egalement 
dans le diagnostic. 

25 Dans Tetat actuel dc la technique, lorsquc le gene a ele localise, par 

exemple par la niethode precedente, sa detection est en general effectuee grace a des 
sondes specifiques correspondant a la sequence en cause, celle-ci etant amplifiec par 
des meihodes de type PCR par exemple ou de type LCR (telle que decrite dans le brevet 
EP 0 439 182) ou une technique de type NASBA (kit commercialise par la societe 

30 Organon Teknika). 

Touiefois, les techniques d'amplification ne sont pas totalement 
salisfaisantes, notamment pour les heterozygotes, puisqu'il cxisie une copie normale du 
gene dans le genome, de meme que dans Ic cas de grande deletion ou de maladies a 
sequences repetces ou la PCR n*est pas non plus salisfaisantc, 

35 Le diagnostic d'un grand nombre de maladies genetiques peut etre 

maintenant envisage en mettant en oeuvre le peignage moleculairc el le marquage dc 
PADN. 
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Le peignage moleculaire est une technique conslsiani a ancrer des 
molecules d'ADN par leurs extremites sur des surfaces dans des conditions physico- 
chimiques bien definies, suivi de leur etirement a I'aide d'un mcnisque en recession ; on 
obtient ainsi des molecules d'ADN alignees parallelement. L*ADN purifie utilise peut etre 
3 de toute taille, et done notammeni de TADN genomique extrait de cellules huniaines. Le 
genome peut egalement provenir d*un materiel genomique comportant au moins 80 % de 
materiel genetique d'origine foetale. 

Les molecules d'ADN ainsi peignees peuvent etre denaturees avant d'etre 
hybridees avec des sondes d'acides nucleiques marquees par tout moyen approprie, 
10 (notamment avec des nucleotides biotine-dUTP, ou digoxygenine-dUTP), lesquelles sont 
alors revelees, par exemple a I'aide de systemes d'anticorps fluorescent! 

Le peignage moleculaire se caracterisant par une extension constante des 
molecules peignees, la mesure des longueurs des fragments fluorescents observes a Taide 
d'un microscope a epifluorescence (par exemple) donne done directemenl la lallle des 
1 5 fragments de sondes hybrides. 

Le taux d'extension depend du type de surface, mais peut etre 
precisement mesure, il est par exempie de 2 kilobases (kb) par micrometre (urn) dans le 
cas de surfaces siianisees suivant le protocole decrit dans la reference (1) et mis en 
oeuvre dans les exemples. 
20 Lorsque cela est necessaire, il est possible de prevoir un standard interne, 

c'est-a-dire un ADN de longueur connue dit de calibrage, qui permettra d'etalonner la 
manipulation, c'est-a-dire de calibrer chaque mesure. 

La presente invention, qui comportc difFerents modes de mises en oeuvre, 
concerne essentiellement un precede de detection de la presence ou de la localisation 
25 d'un ou plusieurs genes ou d'une ou plusieurs sequences d'ADN specifique A ou d'une 
ou plusieurs molecules reagissant avec I'ADN sur un ADN B, caracterise en ce que : 

(a) on fixe et on peigne une certaine quantite dudit ADN B sur une surface de peignage, 

(b) on fait reagir le produit de peignage B avec une ou plusieurs sondes marquees, liees 
au(x) gene(s) ou aux sequences d'ADN specifiques A ou aux molecules susceptibles 

30 de reagir avec I'ADN, 

(c) un prcieve i'information correspondant a I'une au moins des categories suivantes: 

(1) la position des sondes, 

(2) la distance entre sondes, 

(3) la taille des sondes (la somme totale des tailles permettant de quantifier le 
35 nombre de sondes hybridees) 

pour en deduire la presence, la localisation et/ou la quantite des genes ou des 
sequences d*ADN specifique A. 



wo 9H/IS9S9 6 PCT/FR97/01949 

Dans la presente description, la icchnologie de peignage fait reference a la 
lechnologie decriie dans les documents mentionnes precedemmenl. de meme que la 
notion de "surface de peignage" qui correspond a une surface traitee permettant 
I'ancrage dc 1' ADN et son ettrement par un menisque en recession. 
5 II feut noter que la surface de peignage est. de preference, une surface 

plane sur laquelle les lectures sont plus commodes. 

Par "reaction entre les sondes marquees et TADN peigne*\ on entend 
toute reaction chimique ou biochimique, en particulier des reactions de type 
immunologique (par exemple anticorps dirige centre de TADN methyle). des reactions 
10 proteines/ADN ou acides nucleiques/ADN (par exemple I'hybridation entre segments 
complementaires) ou acides nucleiques/ARN, ou acides nucleiques/liybrides ARN-ADN. 
On citera egalement pour exemple les reactions de liaison chimique ADN-ADN utilisant 
des molecules de psoralene ou les reactions de polymerisation d'ADN a Taide d'une 
enzyme polymerase, 

15 L'hybridation est, en general, precedee d'une denaiuration de I'ADN fixe 

et peigne. ceite technique est connue et ne sera pas decrite en detail. 

Par "sonde", on entend aussi bien designer un polynucleotide mono ou 
bicatenaire, comportant au moins 20 nucleotides de synthese ou un fragment d'ADN 
genomique. qu*un "contig", c'est-a-dire un ensemble de sondes qui sont contigues ou 

20 chevauchantes et recouvre la zone en cause, ou plusieurs sondes separees, marquees ou 
non. On entend egalement par "sonde" toute molecule liee de fa^on covalente ou non a 
Tune au moins des entites precedentes, ou toute molecule biologique, naturelle ou 
synthettque, pouvant reagir avec 1*ADN, le sens donne au terme "reaction" ayant ete 
precise ci-dessus, ou toute molecule liee de faqon covalente ou non a toute molecule 

25 pouvant reagir avec TADN. 

De fa^on generale, les sondes pourront etre mises en evidence par tout 
precede approprie. il peut s'agir notamment de sondes marquees ou bien de sondes non 
marquees dom la presence sera mise en evidence par des moyens appropries. Ainsi, dans 
le cas ou les sondes seraient marquees par des cytosines methylees, elles pourraient etre 

30 revelees, apres reaction avec le produit du peignage, par des anticorps fluorescents 
diriges contre ces cytosines methylees. Les elements assurant le marquage pourront etre 
radioactifs mais seront, de preference, des marquages froids, par fluorescence par 
exemple. 11 peut egalement s'agir de sondes nucleotidiques dont certains atomes sont 
remplaces. 

35 La taille des sondes pourra s' entendre de toute valeur mesuree avec une 

unite extensive, c*est-a-dire telle que la taille de deux sondes egale la somme des tailles 
des sondes prises separemeni. Un exemple est donne par la longueur, mais une intensite 
de fluorescence pourra par exemple etre utilisee. La longueur des sondes utilisees est 
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comprise, par exemple. entre 5 kb et 40-50 kb» mais peut egalement etre constituee par 
la totalite du genome peigne. 

Avantageusement. dans le precede conforme a I'invemion, au moins Tune 
des sondes est un produit d'interet therapeutique susceptible d'interagir avec TADN. De 
5 preference, la reaction de la sonde avec I'ADN peigne est modulee par une ou plusieurs 
molecules, solvants ou autres parametres pertinents. 

Enfin, de fagon generale, dans ce qui va suivre on parlera de "genome", il 
faut bien entendre qu'il s*agit d*une simplification, toute sequence d*ADN ou d'acides 
nucleiques susceptible d'etre fixee sur une surface de peignage est englobee dans ceite 
10 terminologie. 

En outre, le terme de "gene" sera parfois utilise indifFerem-ment pour 
designer une "panic de gene" d'origine genomtque ou bien une "sequence 
polynucieotidique" synthetique specifique. 

Dans un premier mode de mise en oeuvre, le precede selon I'invention est 

15 Utilise pour permettre le diagnostic de cassures dans un genome, de meme que pour le 
clonage posiiionnel de tellcs cassures. II convienl de ren\arquer que le terme "cassure" 
recouvre un grand nombre de modifications locales du genome dont la liste sera 
expiicitee plus loin. 

Le precede selon la presente invention consisie a determiner la position 

20 des eventuels points de cassure impliques dans une pathologic d'origine genelique par 
hybridation sur ADN genomique peigne de patients atteints de la dite pathologic, d'une 
sonde genomique de taille connue (clonee ou autre) situee dans la region du gene 
recherche. Ces points de cassure consistent en points dans la sequence genetique dont 
renvironnement change sur plusieurs kilobases (kb) entre individu sain et individu 

25 malade. 

Le principe de definition du point de cassure repose sur la possibilite de 
detecter par peignage molecuiaire une modification locale du genome etudie par rapport 
a un genome deja etudie, au niveau de la ou des regions considerees. 

La mise au point de methodes de reperage de modifications locales du 
30 genome de tailles inferieures a 1 kb est ainsi envisageable a I'aide de techniques 
d'cbGCPratiori cn Cnauip piOclic (Arivi, STIvI, SNOivi, etc.) ou possedant une resolution 
intrinsequement superieure (par exemple, microscopic electronique de nano biiles d'or). 

Plus particulierement, la presente invention concerne un procede de mise 
en evidence d'une anomalie genetique de cassure dans un genome, caracterise en ce que: 
35 (a) on fixe et on peigne une certaine quantite dudit genome sur une surface de peignage. 
(b) on hybride le produit de peignage avec une ou plusieurs sondes specifiques 
marquees correspondant a la sequence genomique dont on cherche Tanomalie, 
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(c) on mesure la taille des fragments correspondant aux signaux d'hybridations et 
eventuellement Icur repetition, et 

(d) on en deduit la presence d'une cassure. soit par mesure direcie soit par comparaison 
avec un etalon correspondant a une longueur temoin. 

3 A litre d'illustration, la mesure de la taille des fragments conduit a un 

histogramme, c*est-a-dire une representation graphique des longueurs des fragments 
observes. 

Afin de realiser un histogramme de la sonde, on evalue le nombre de 
clones presentant une longueur de sonde determinee. En principe rhistogramme ne 
10 comporte qu'un ou deux pics suivant le type de cassure analysee, deux pics lorsque la 
sonde s'hybride en deux fragments separes et un seul pic lorsqu'elle s'hybride en un seul 
fragment. 

Dans le cas d*un genome heterozygote, dont Tun des alleles est normal 
pour la region consideree, la signature de Tallele normal (I'absence de cassure) se 

15 superpose a celle de Tallele anormal, mais peut ctre extraite du fait qu'elle est connue. 

Ce precede peut etre egalement utilise pour effectuer du clonage 
positionnel, c*est-a-dire pour determiner la position d*un ou plusieurs genes inconnus 
impliques dans une padiologie. Le principe consiste, comme precedemment, a hybrider 
des clones d'ADN humain. ou animal ou vegetal, servant alors de sonde sur TADN 

20 genomique peigne d'un ou de plusieurs patients atteints de la pathologic etudiee. La 
revelation de ces hybridations permet de mesurer la taiile des fragments hybrides et de 
construire un histogramme des differentes tailles observees. Si le clone utilise comme 
sonde recouvre un point de cassure du gene, la signature de ce phenomene sera lisible sur 
la longueur (plus petite) du fragment hybride. 

25 L*utiIisation d'un nombre limite de clones specifiques de ia region 

incriminee qui pourra avoir ete deduite par analyse dc liaison genetique (''linkage 
analysis"), permettra ainsi une determination rapide et precise de la position d*un point 
de cassure, d'une deletion ou de lout autre remaniement genetique de taille sufFisante 
pour etre resolue par la technique de detection associee au peignage moleculaire. 

30 Dans ce cas evidemment. on recherche la cassure afm de la cartographier, 

dans le diagnostic la cassure est connue, c*est sa presence ou son absence qui est 
recherchee. 

Deux cas de figure peuvent se presenter (dans I'hypothese ou il existe un 
point de cassure dans la region du genome impliquee dans le pathoiogie): 
35 (i) la sonde ne chevauche pas le point de cassure, 
(ii) la sonde chevauche le point de cassure. 

Dans le cas (i), la mesure des longueurs des sondes fluorescentes est 
comparable a celle qui serait obtenue avec la meme sonde hybridee sur un ADN 
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genomique non paihologique de meme nature (c'est-a-dirc esseniiellement, de meme 
taille et prepare dans les memcs conditions). 

Dans le cas (ii), au contraire, la sonde etant systematiquemenl hybridee 
sur deux morceaux (ou davantage) separcs dans TADN genomique peigne (par definition 
5 de Texistence d'un point de cassure), la mesure des longueurs des sondes fluorescentes 
hybridees se distingue du resultat obtenu par hybridation sur un ADN genoniique non 
paihologique. De surcroit, la taille des fragments hybrides sur TADN pathologique 
permet d'estimer la position du point de cassure au sein du clone avec une precision de 
quelques kb, voire davantage, si une technique plus resolutive est utilisee. 
10 De ce fait, il ne reste alors plus qu'a rechercher le gene dans ce clone. 

Pratiquement, 11 s*agira de repeter ces mesures pour I'ensemble des clones susceptibles de 
recouvrir partiellement la zone correspondant au gene. Le nombre de laraes 
d'hybridations pourra etre reduit en hybridant simukanement plusieurs sondes marquees 
differemmem. ou en utiiisant une methode do codage par combinaison dc couleurs, 
15 comme cela sera decrit ci-apres. 

Cette technique permet de determiner la position des eveniuels points de 
cassure de la region du genome impllquee dans une pathologic genetique par hybridation 
d'ADN genomique clone sur de I'ADN genomique peigne provenant de patients. Cette 
technique s'appiique done a la recherche de regions du genome responsables de 
20 pathologies dues a: 

la deletion d'une partie ou de la totalite de cette region du genome, 
la translocation de toute ou partie de cette region du genome, 
la duplication ou presence de plusieurs copies de toute ou partie de cette region du 
genome en son sein ou en tout autre endroit du genome, 
25 - rinsertion dc toute sequence genetique a I'lnterieur de cette region du genome. 

Dans un second mode de mise en oeuvre et dans certains cas particuliers, 
notarament lorsque Tanomalie genetique recherchee compone des deletions importantes 
ou des duplications (cas des trisomies par exemple), le procede objet de la presente 
invention peut etre modifie puisqu'il s'agit alors de doser les genes ou une sequence 
30 paniculiere. 

PI'js p:irtic'j!:ersr.C"t, la prcGcnte inventiou conceiiic uu proccue ue 
dosage d*une sequence genomique determinee dans un genome, caracterise en ce que ; 
(a) on fixe et on peigne une certaine quantite dudit genome sur une surface 
de peignage, 

35 (b) on hybride le produit de peignage avec une sonde temoin marquee de longueur It 
correspondant a une sequence genomique dite temoin, c'est-a-dire dont on connait 
le nombre de copies dan.s Is genome, et avec une sonde specifique marquee de 
longueur Ic correspondant a la sequence genomique a doser, de sorte que lesdites 
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sondes pourront etre identifiees separement, 

(c) on mesure alors la longueur totale des signaux d*hybridation pour les deux sondes, 
soit Lc et Lt, 

(d) on calcule pour chacune le nombre de copies de la sequence correspondant par le 
5 rapport 

Lt Lc 
Nt= ____ etNc = 



It lc 

et on en deduit le nombre de copies de la sequence a doser par rapport a la 
sequence temoin. 

Dans le cas du diagnostic prenatal de la trisomie 21 Ja methode pourra 
consister en Thybridation d'une sonde cosmidique specifique d'un chromosome temoin 
(chromosome 1. par exemple- sonde de longueur It) marquee avec des nucleotides 
bioiiniles, et I'hybridation d'une sonde cosmidique specifique du chromosome 21 (sonde 
de longueur lc) marquee a la digoxygenine sur de I'ADN genomique peigne extraii de 
prelevements amniotiques, ou de tout autre prelevement contenant des cellules d'origine 
foetale. 

Par exemple. on pourra utiliser un systeme de revelation avidine-Texas 
Red (couleur rouge) pour la sonde temoin et antidigoxygenine-FlTC (couleur verte) 
pour la sonde specifique: la longueur totale des signaux d'hybridation rouges observes 
dans une zone donnee de la surface. LT, et la longueur totale des signaux d'hybridation 
vens observes dans la meme zone, ou dans une zone equivalente de la surface, LC, 
conduisent done aux nombres Nt et Nc definis ci-dessus. 

Le rapport Nc/Nt proche de 1 signalera un genotype normal (2 
chromosomes 21 pour 2 chromosomes 1). alors qu'un rapport proche de 1,5 signalera un 
genotype trisomique (3 chromosomes 2 1 pour 2 chromosomes I). 

De fa^on generale, une difference significative entre Nc et la vaieur 
attendue pour le nombre de genomes presents deduit de Nt est Tindication de la presence 
d'une anomalie genique. 

Dans le cas du diagnostic d'oncogenes ou proto-oncogenes, !a meme 
methode pourra etre employee: une sonde temoin sera hybridee et revelee en rouge par 
exemple ei une sonde correspondant au gene ou a une partie du gene recherche sera 
hybridee et revelee en vert par exemple. Apres les mesures effectuees comme ci-dessus, 
le rapport Nc/Nt donnera I'abondance relative du gene par rapport a la frequence de deux 
copies par genome diploide. 
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La methylaiion aberrante des ilois GpC observec frcqucmment dans dc 
nombreux cancers (92% des cancers du colon) peut aussi etre detectee par le precede 
selon Tinvention par reaction entre TADN peigne et des anticorps fluorescents diriges 
centre les cytosines methylees. 

5 En efFet» la perte de rheterozygotie sur le chromosome 9p21 est Tune des 

alterations genetiques les plus firequentes identifiees dans les cancers humains. Le gene 
suppresseur de tumeur CDKN2/pl6/MTSl localise dans cette region est frequemment 
inactive dans beaucoup de cancers humains par deletion homozygote. Toutefois, on a 
rapporte un autre mode d'inactivation qui impiique la perte de la transcription associee 

10 avec une methylation de novo des ilots 5* GpC de CDKN2/pl6 dans les cancers des 
poumons. les gliomes et les carcinomes a desquamation de la tete et du cou. Ces 
methylations aberrantes des ilots GpC arrivent egalement frequemment dans des iignees 
cellulaires de cancers du sein (33%), de la prostate (60%), du rein (23%) et du colon 
(92%) (Herman J.G. et aJ. (1995) Cancer Res., Oct. 15, 55(20) : 4525-30 ; Wales M M. 

15 et al. (1995) Nature Med, Jun, 1(6) : 570-607). 

La localisation precise des aires de methylation sur un gene est d'une tres 
grande importance pour la comprehension du mecanisme du developpement du cancer et 
pour un test de "screening" possible. Le peignage moleculaire peut detecter avec une 
precision de quelques kb la localisation de tels ilots GpC impliques dans le 

20 developpement du cancer. 

Cette technique permettant de determiner le nombre de copies d'un gene 
dans un genome peut eventuellement etre utilisee pour detecter I'absence d'une partie du 
genome. 

Dans le cas d'une pathologic caracterisee par la deletion d'une partie 
25 importante d'un chromosome, il suffit en efFet de prendre pour sequence cible un clone 
contenu dans la zone deletee, et pour sequence temoin un clone exterieur a cette zone. II 
est de la sorte possible de detecter des deletions de la taille d'un clone cosmidique (30-50 
kb) ou superieure. 

Si Ton dispose d'une densite de molecules peignees suffisante, il est 
30 envisageable de detecter des deletion plus petites (quelques kb), correspondant a une 
partie de la sequence cible utilisee. C'est la raison pour laquelle il est particulierement 
interessant de disposer, sur la surface peignee, au moins une dizaine de copies de 
genome. 

L'incertitude siatistique sur le rapport Nc/Nt est d'ordre I/VNc-*- l/VWt. 
35 Avantageusement, il convient de disposer sur la surface peignee d'un nombre suffisant de 
signaux pour avoir une incertitude statistique de moins de 20 % sur le rapport Nc/Nt. 11 
importe done d'avoir un grande nombre de sondes hybridees, typiquement Nc, Nt > 100. 
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Cependant. dans la pratique, il est aussi possible d'augmenter la precision 
de ces mesures en utilisant, non pas un mais plusieurs types de sondes temoins et de 
sondes cibles, sans necessairement cherchcr a distintjuer entre ces types de sondes, c'est- 
a-dire en les revelant toutes de La meme fa9on. 
5 La possibiUte d*obtenir un tel nombre de signaux a ete demoniree: il est 

possible de recenser une centaine de signaux sur une surface de verre silanisee de 20 x 20 
mm de surface utile. Cette densite pourra etre considerabtement augmentee des tors 
qu'on dispose d'une quantite imponanie d'ADN. 

11 apparait qu'un nombre suffisant de genome par surfaces de 20 x 20 mm 
10 d*aire utile se situe aux alentours de 100, lorqu*une seulc sonde est utilisee. Dans le cas 
de Futilisaiion de plusieurs sondes, ou de sondes plus grandes, il est envisageable de 
pouvoir reduire soit; 

- la surface de peignage et done la surface analysee. 

- la densite d'ADN utilisee, done le nombre de genomes peignes en surface. 

15 Suivant la contrainte principale (rapidile exigee, ou ADN en quantite 

limiiee). Tune ou Tautre de ces deux voies pourra etre utilisee. 

La technique exposee implique I'utilisation de protocoles de preparation 

stricts mais sans difEcultes techniques particulieres, Au niveau de Tanalyse des signaux, 

aucune qualification particuliere n'est necessaire, rendant de ia sorte la technique 
20 generalisable a tous les laboratoires possedant un personnel avec des competences 

minimales en biologie moleculaire. 

Quelques centaines de milliers de cellules devraient en principe suffire 

pour preparer une solution d'ADN genomique conduisant a une densite importante de 

molecules peignees sur les surfaces d'analyse, II n'est done plus en principe necessaire de 
25 realiser de cultures cellulaires dans la plupart des cas. L'ensemble prelevement-analyse 

devrait done pouvoir etre realise en quelques jours. 

La simplieite des signaux a analyser (paralleles et distincts du bruit de 

fond d'hybridation) permet d'envisager une automatisation complete du processus 

d'analyse des signaux (scan des surfaces, acquisition et exploitation des mesures). 
30 L'integration avec un systeme de stockage de surfaces correspondant a difFerents patients 

permet d'envisager des rendements important, donnant la possibilite de fournir divers 

types de diagnostics en quelques jours. 

Le procede decrit preeedemment peut permettre differents types de 

diagnostics: comptage de chromosome (trisomie, monosomie, etc.), comptage des 
35 exemplaires d'un gene, detection de deletions connues. ou autres modifications 

chromosomiques se traduisant par une modification de la longueur hybridee d'une sonde 

genomique donnee par genome. 
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II est a noier qu'il est aussi possible de detecter une deletion paaielle sur 

un seul allele. 

II est pareillement possible d'effectuer rhybridation de clones sur 
plusieurs genomes difFerents peignes sur une meme surface. Par exemple, le peignage 

5 simultane du genome d'un organisme principal ei du genome d*organismes botes 
(parasites, bacteries, virus ...) et rutilisatlon de sondes specifiques. d'une part de 
Torganisme principal, et, d*autre part des organismes h6tes» permet en principe de 
determiner le rapport nombre d'hotes/nombre de cellules de Torganisme principal. Dans 
le cas d*un organisme infecte par un virus, cela permet la mesure de la charge virale. Les 

10 chiffres cites plus haut limitent probablement la sensibilite de cette methode de diagnostic 
a des situations ou Ton trouve plus d'un organisme infectieux pour 100 cellules botes 
environ. 

Ces diflferents types de diagnostics peuvent etre combines grace a 
I'utilisation de systemes de revelation multiples (plusieurs couleurs, ou combinaison de 
15 couleurs), ou tout autre methode permeitant la distinction entre les signaux d'hybridaiion 
provenant de sondes distinctes et destinees a un diagnostic precis. 

La presenie invention concerne egalement des "kits" de diagnostic 
componant au moins Tun des elements suivants : 

• une surface de peignage, 

20 • des sondes marquees ou destinees a etre marquees, correspondant aux anomalies a 
detecter, 

• un dispositif permettant le peignage de 1' ADN, 

• un genome temoin et/ou des sondes temoins, ledit genome etant eventuellement fixe 
sur la surface a peigner, 

25 • un ou plusieurs resultats particuliers obtenus en utilisani les protocoles precedents dans 
une ou plusieurs situations temoins, de fa^on a fournir une grille d' interpretation des 
resultats obtenus dans les diagnostics efFectifs, par exemple sous la forme d*un systeme 
expert (par exemple logiciel). 

• un systeme expert permettant de faciliter la realisation de diagnostics selon le procede 
30 de r invention. 

Le principe de la technique reposant sur le peignage de I'ADN du patient, 
cette etape de preparation de I'ADN necessite des protocoles d'extraction, peignage et le 
materiel correspondant (surfaces traitees, appareil de peignage moleculaire). 

L'invention a egalement pour objet un ADN genomique ou une partie 
35 d' ADN genomique capable de reagir, dans des conditions de peignage moleculaire, avec 
une sonde correspondant a un produit de transcription ou de traduction ou de regulation. 

Le diagnostic lui-meme necessite I'hybridation de sondes nucleotidiques 
specifiques ei la revelation dc ces sondes, par exemple par des systemes d'anticorps. Un 
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codage par couleur pouvant en outre etre effectue dans le cas de diagnostics combines, 11 
est done possible de proposer dcs lots de sondes pre-marquees correspondant a un 
catalogue de diagnostics particuliers, 

L'analyse necessitant la mesure de la longueur des signaux ou plus 
5 generalement de Tune des trois categories d'infonnation decrites precedemment, un 
systeme d*analyse de ces signaux (logiciel et materiel automatique) feit egalement partie 
de cette invention. 

Dans un troisieme mode de mise en oeuvre. la presente invention 
concerne un precede permettant notamment la cartographic physique d'un genome. 

10 Le but de la cartographic physique etant Tordonnancement de clone au 

sein d'un genome, le petgnage moleculaire s'applique natureilement a cet objectif, par 
simple hybridation des clones sur le genome pcigne (par exemple, dans le cas d'un YAC, 
le genome entier de la levure peut etre peigne, pour fairc i'economie de ia separation du 
chromosome artificiel des chromosomes naiurels de la levure). 

15 La position des clones est obtenue par mesure directe de leur distance a 

un clone de reference, ou a tout autre signal d'hybridaiion de reference sur le genome 
peigne. L'extension constanie de I'ADN peigne permet alors d'etablir direciement en 
kilobases (kb) la position respective des clones ainsi que leur taille, lorsque celle-ci 
depasse la resolution de la methode. Notamment, dans le cas de la microscopic classique 

20 par epifluorescence, dont la resolution est d'une demi-longueur d*onde, la cartographic 
precise d'ADNc (ADN complementaire des ARN transcrits dans la cellule) est possible, 
mais sans possibilite de mesure precise de la taille des fragments hybrides (exons), qui est 
de Tordre de quelques centaines de bases en general. Cependant, par cette methode, la 
localisation precise au sein de TADN genomique de fragments d'ADNc complets ou de 

25 leurs fragments peut etre obtenue. Par exemple, on peut determiner la presence ou 
Tabsence et la position des ADNc correspondant a une proteine d*interet par hybridation 
des ADNc sur TADN genomique ou sur un clone d'ADN genomique (cosmide, BAG, 
YAC, par exemple) en meme temps qu'un clone servant de repere. 

L'utilisation de multiples fragments obtenus a partir d'un .^DNc conduit 

30 au reperage de la presence ou non d'un ou plusieurs ADN genomiques dans un vecteur 
de type cosmide ou YAC par exemple. 

L'emploi de methodes plus resolutives peut permettre une mesure 
suppiementaire de la taille des sondes (champ proche, microscopie electronique, etc.), 
mais une mesure de Tintensite de fluorescence, s'il s'agit du mode d'observation choisi, 

55 peut egalement fournir cette information. 

La methode que nous proposons permet de minimiscr le nombre 
d'hybridations necessaires a I'ordonnancement d'un nombre donne de clones, etant donne 
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un nombre fixe de couleurs de revelation des hybridations, ou (plus generalement) de 
modes distincts de revelation des hybridations. 

L'invention conceme un procede, caracterise en ce que : 

(a) on fixe et on peigne une certaine quantite dudil genome sur une surface de 
5 peignage. 

(b) on hybride le produit de peignage avec des sondes marquees avec des elements 
radioactifs, fluorescents ou autres, tels que billes, particules. etc. correspondant a 
chaque clone, de sorte que lesdites sondes pourront etre revelees specifiquement, 
par une couieur notamment, 

10 (c) on preleve rinformation correspondant a la place de chaque clone ainsi que les 
tallies et les distances correspondantes sur le genome, 
(d) on reitere les operations b) et c) n fois en modifiant la couieur. le marquage ou le 
mode de revelation des sondes, sachant qu'avec pcouleurs, marquages ou modes de 
revelation differents, au bout de n hybridations on peut posilionner p"^ clones. 
15 Dans le cadre des methodes standards de cartographie, le nombre 1 

d'hybridalions necessaires pour cartographier N clones a I'aide de p marquages, couleurs 
ou modes de revelation, croit lineairement avec le nombre de clones N. 

Ainsi, avec 3 couleurs, il est aujourd'hui necessaire d'efFectuer au moins 
15 hybridations du type precedent pour cartographier 30 clones. 
20 Ce nombre d'hybridation est important, et le nombre de couleurs 

disponibles est en pratique limite (meme en utilisant des combinaisons de fluorophores). 
Par ailleurs, une fois la totalite des mesures accomplies, il faut proceder a la selection des 
differentes positions possibles des clones, ce qui peut ne pas etre toujours aise, si Ton 
tient compte des incertitudes de mesure. 
25 La methode proposee ici permet de canographier un nombre de clone 

croissant exponentiellement avec le nombre d'hybridations effectuees. 

A titre d'illustration, le schema de la figure 10 represente le resuliat de 
deux hybridations de 4 clones reveles avec 2 couleurs differentes d'une hybridation a 
I'autre (pour la moitie d'entre eux). Les 4 clones hybrides forment un canevas colore de 
30 fapon differente d'une hybridation a I'autre, les clones etant reperable via leur codage 
(binaire dans ce cas). Dans cet exemple de 4 clones, il suffit d'un code compose d'une 
succession de 2 couleurs pour distinguer chaque clone : 
A - Rouge puis Rouge 
B= Vert puis Vert 
35 C ~ Rouge puis Vert 
D= Vert puis Rouge 

De 5 a 8 clones, 3 hybridations seront necessaires, pour distinguer les 

clones par une succession de 3 couleurs. 
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Plus generalement, a Taide de p couleurs, pour cartographier N clones, il 
suffira dun nombre d'hybridations I lei que : N = 

Par comparaison avec la methode standard, 30 clones pourroni ctre 
canographies en 5 hybridations (au lieu de 30) si Ton ne dispose que dc 2 couleurs, et en 
5 seulement 4 hybridations (au lieu dc 15) si I'on dispose de 3 couleurs. 

Le principe de cartographte presenie ici est simple. Cependant, afin de 
surmonier certains artefacts experiraeniaux possibles (dispersion de tallies des signaux, 
variabilite de la saturation, cassure des molecules, etc.), Ton utilisera avec avantage un 
logiciet de traitement d'images et d*analyse statistique adequat. 
0 Les exemples ci-apres permeitront de mieux comprendre d*autres 

caracteristiques et avantages de la prcsentc invention. 

Enfm, dans un quatrieme mode de mise en oeuvre, la presente invention 
conceme un procedc permettant noiamment la deieciion ou le posiiionnemenl de 
produits susceptibles de reagir avec TADN peigne. Par exemple, des proieines de 
5 regulation de la transcription de gene se liant a TADN au cours du cycle ceilulaire ou 
non pourront etre detectecs sur ADN peigne, et leurs sites de liaison preferentielle 
determines par rapport a la position de sequences connues et reperees, par exemple, 
suivant le procede precedent de mise en oeuvre de ^invention. 

De fa^on analogue, des molecules d'interei iherapeutique susceptibles dc 
0 reagir avec I'ADN pourront etre detectees sur ADN peigne ; leur effet sur d'autres 
molecules susceptibles de reagir avec TADN pourraii egalemeni etre etudic par 
comparaison, 

Parmi les molecules susceptibles de reagir avec TADN peigne, il faut 
citer les proieines de regulation telles que decrites par : 
5 • Laughon et Matthew (1984), Nature, 310 : 25-30 pour les proieines de rdgulation 
s'atlachant sur de T ADN de drosophile, 

• Struhl K. et al. (19S7), Ceil, 50.: 84I-S46 pour des proieines de regulation se liant a 
TADN dans leur domaine de liaison specifique (« binding-domain »). 

Ces molecules peuvenl egalement eire des iniercalants ou des molecules 
0 modifiant TADN comme decrits par : 

• Echols H. et al. (1996), Science, 223 : 1050-1056 sur les multiples interaciions de 
r ADN induisanl, par exemple, des transcriptions ; 

• dans la revue An. Rev. of Bioch. (1988), 57, : 159-167, Gross ei Canard decrivcni 
rh>'persensibilite des sites nucleases dans la chromatiae ; 

5 • Hanson ei al. (1976), Science, 193: 62-64 decrivcni le psoralene commc agent 
phoioactifdans ie clivage selectif des sequences nucleotidiques ; 

• CanwTigh: et al. (1984), NAS, 10 : 5835-5852. 
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L'invention concerne egalemem toute molecule, solvam ou procede relie 
a un parameire mis en evidence par I'un des precedes ci-dessus decrits conformement a 
rinvention. 
Legendes des figures 

5 Fiaure la : Illustration du cas d'un clone (rouge) chevauchant le gene (el done le point de 
cassure) recherche. Les zones hachurees doivent etre imaginees comme absentes, ce qui 
implique notamment que lorsque deux segments de sondes se trouvent de part et d'autre, 
ils ne font en fait qu'un segment d'une longueur egale a la somme de leurs longueurs. 
Le(s) chromosome(s) sousjacenls sont representes par des barres blanches. 

10 (a) situation chez un patient sain. 

(bl) delelion{s) d'une partie du gene. (b2) deletion de la totalite du gene, 
(cl ) et (c2) translocation d'une partie du gene. (c3) translocation de la 
totalite du gene. 

(dl) duplicatlon(s) d'une panic du gene (eventuellement avec inversion). (d2) 
15 duplication(s) de la totalite du gene (eventuellement avec inversion). (d3) repetition(s) 
d'une partie du gene dans une autre partie du genome, (e) insertion(s) dans le gene, d'une 
partie difFerente du gene (et du genome clone). 

Figure lb : Histogrammes ideaux des longueurs de clones hybrides correspondant aux 
situations precedentes. Dans tous les cas (un ou deux pics), la situation est clairemenl 

20 distinguable de celle du clone entier (a). 

Les histogrammes de cette figure correspondent aux signaux de Tallele anormal et sont 
done obtenus apres soustraction de la contribution due a Tallele normal, figuree en (a), 
des histogrammes bnits, representes sur la figure Ic. En abscisse figure la taille des 
fragments hybrides. Techelle (arbitraire) reprenant celle de la t"igure la. En ordonnee 

25 figure le nombre de fragments observes, en unite arbitraire, seules important les 
proportions entre les differentes populations. 

Figure Ic: Histogrammes ideaux des longueurs de clones hybrides correspondant aux 
situations precedentes et tenant compte de Tallele normal. La contribution de Tallele 
normal est representee par le pic correspondant a la position du cas normal represente en 
30 (a). Lorsque Tallele anormal contribue a augmenter la valeur de ce pic (cas (d3)), la 
contribution de Tallele normal peut etre en general estimee equivalente a la valeur d*un 
pic anormal. 

Figure 2a : Illustration du cas d'un clone chevauchant partiellement le gene recherche, 
(a) situation chez un patient sain. 
35 (b 1 ) deletion(s) d'une panic du gene. Une autre situation n' a pas ete 

representee, ou la panic deletee est incluse entierement dans le clone (cf cas 
correspondant du schema 1 a). 
(b2) deletion de la totalite du gene. 
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(cl ) et (c2) translocation(s) d*une panic du gene. Une autre situation. 

correspondant au cas (c2) du schema la n*a pas ete representee, ou la panie iransloquec 

est eniierement comprise dans Ic clone. 

(c3) iranslocalion(s) de la lotalile du gene. 

5 (dl) duplicaiion(s) d'unc partie du gene reperee par unc double Heche (la panic 
dupliquee est enticrement incluse dans le clone). (d2) duplicalion(s) d'une partie du gene 
avec inversion. (d3) duplication(s) d'une partie du gene (la partie dupliquee est 
partieDement incluse dans le clone). 
(d4) duplication{s) de la totalite du gene (sans inversion). 

\0 (d5) repetiiion(s) d*une partie du gene dans une autre partie du genome. 

(e) inseriion(s) dans le gene d'une partie differente du gene (ei du genome clone). 
Figure 2b : Histogrammes ideaux des longueurs de clones hy brides correspondant aux 
situations precedentes. Dans tous les cas (un ou deux pics), la situation est clairement 
disiinguable de celle du clone entier (a). 

15 Les histogrammes de cette figure correspondent au.x signau.x de Tallele anormai et sont 
done obtenus apres soustraction de la contribution due a Pallele normal, figuree en (a), 
des histogrammes bruts, representes sur la figure 2c. En abscisse figure la taille des 
fragments hybrides, Techelle (arbitraire) reprenant celle de la figure 2a. En ordonnee 
figure le nombre de fragments observes, en unite arbitraire, seules importent les 

20 proportions entre les differentes populations. 

Figure 2c : Histogrammes ideaux des longueurs de clones hybrides correspondant aav 
situations precedentes et tenant compte de I'allele normal. La contribution de Tallelc 
normal est representee par le pic correspondant a la position du cas normal represente en 
(a). Lorsque I'allele anormai contribue a augmcnter ja vaieur de ce pic (cas (d'l) et (d5)), 

25 la coniribuiion de Tallelc normal peui elre en general cslimee equivalente a la valour 
d*un pic anormai. 

Figure 3a : Illustration du cas d'un clone inclus totalement dans le gene recherche, 
(a) situation chez un patient sain. 

(bl ) de]eiion(s) d'une partie du gene. Une autre situation n'a pas ete representee, ou la 
30 partie deletee est incluse entierement dans le clone (cf cas correspondant du schema 1 a). 
(b2) deletion de la totalite du gene. 

(cl ) et (c2) translocation(s) d'une partie du gene. Une autre situation, 
correspondant au cas (c2) du schema la n'a pas ete representee, ou la partie transloquee 
est enlieremeni comprise dans le clone. 
35 (c3) translocaiion(s) dc la totalite du gene. 
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(dl) duplicaiion(s) d'une partie du gene reperee par une double fleche (la partie 
dupliquee est entieremeni incluse dans le clone). (d2) duplication{s) d'unc panic du gene 
avec inversion. (d3) duplicalion(s) d'une partie du gene (la pariie dupliquee est 
particllement incluse dans le clone). 
5 (d4) duplication(s) de la totalite du gene (sans inversion). 

(d5) repelition(s) d'une panic du gene dans une autre partie du genome, 
(e) insertion(s) dans le g^ne d'une partie difierentc du gene (et du genome 
clone). 

Figure 3b : Histogrammes ideau.K des longueurs de clones hybrides correspondant au.\ 
10 situations precedentes, Dans tous les cas (un ou deux pics), la situation est clairement 
distinguable de celle du clone entier (a). 

Les histogrammes de cette figure correspondent aux signaux de Tailzie anormal et sont 
done obienus apres soustraction de la contribution due a Tallelc normal, figuree cn (a), 
des histogrammes bruts, representes sur la figure 3c. En abscisse figure la laille des 
15 fragments hybrides, Techelle (arbiu-aire) reprenant celle de la figure 3a. En ordonnee 
figure le nombre de fragments observes, en unite arbitraire, seules important les 
proportions entre les differentes populations.. 

Figure 3c : Histogrammes ideaux des longueurs de clones hybrides correspondant aux 
situations precedentes et tenant compte de I'allele normal. La contribution de Tallele 
20 normal est representee par le pic correspondant a la position du cas normal represenie en 
(a). Lorsque ['allele anormal contribue a augmenter la valeur de ce pic (cas (c3). (d2), 
(dj) el (d5)), la contribution de Tallele normal peut ctrc en general esiimee equivalenic a 
la valeur d'un pic anormal. 

Figure 4 : Histogranames des longueurs du modele en escalicr. Elude do rinfiuence de la 
25 taille caracteristique. 

Figure 5 : Histogrammes des longueurs du modele en escalier. Elude de rinfiuence du 
taux de cassure. 

Figure 6 : Histogrammes des longueurs du modele gaussien. Etude de rinfiuence de la 
taille caracteristique. 
30 Figure 7 : Histogrammes des longueurs du modele gaussien. Etude de 
rinfiuence du taux de cassure. 

Figure 8 : Simulation d'histogrammes dans le cas de Thybridaiion d'un BAG (125 kb) sur 
un point de cassure : 

(a) fragments de 35 et 90 kb ; (b) fragments de 50 et 75 kb ; (c) fragments de CO ct 65 
35 kb, (d) situation temoin ; (e) histogramme reel d'un contig de clones cosmidiques 
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hybrides sur de TADN genomique humain (longueur du coniig : environ 77.5 j.ini, soil 
155 kb). L'axe des abscisses represenie la tailte des fragments en microns. L*axe des 
ordonnees represenie le nombre de fragments continus de sondes hybridees. 
Figure 9 : illustration du principe de la cartographic sans codage couleur. Chaquc iignc 
5 represenie le positiormcment possible du nouveau sous-clone cartographie par rapport a 
celui avec lequel il est hybride. L'orientaiion des deux premiers clones est arbiirairc. 
A chaque etape, deux positions de part et d'auirc dc I'ancien clone utilise sonl possibles 
pour le nouveau clone hybride. 

Figure 10 : illustration du principe de la cartographic avec codage couleur. 
10 A chaque hybridation, les memes sous-clones sont hybrides, donnant lieu a un menie 
motif (canevas) d'hybridation si Ton fait abstraction de I'information de couleur. Les 
deux palettes de couleur ulilisees permcttcnt de reperer sans ambiguiie chacun des sous- 
clones (principe du codage). 

Figure U : De l*ADN genomique total de ievure contenant un chromosome artificiel 

15 (YAC774G4) a eie peigne sur des surfaces traiiees. Des cosmides appartenanl a deux 
contigs voisins separes par un intervalle inconnu ont ete hybrides deux par deux dc 
hqon a pouvoir reconstituer une carte precise de leur disposition. Parmi les cosmides 
utilises, IF! I coniient la majeure partie de la sequence du gene de la calpaine 3 donl les 
mutations sont responsables de la myopathic des ceiniures de type 2A. 

20 La figure montre des images caracteristiques de chaque iiybridation (un cosniide etant 
hybride et revele en rouge, a gauche, I'autre en vert, a droilc) ainsi que la carle 
reconsliiuee a panir des mesures, a environ 3 kb pres. L*echelle est donnee par la barre 
de 20 kb. Cettc experience a notamment permis de corriger unc carte de la region 
obtenue a Taide de STSs (Richard el al., 1995, Mammalian Genome, 6, 754-756) ei 

25 d'obtenir rorientaiion chromosomale du gene. 

Figure 12 : De TADN genomique total humain a ete peigne sur des surfaces traitees. 
Des cosmides appanenant a 3 contigs voisins de Ja region du chromosome 9 contenant 
le gene (non clone) de la "Tuberous Sclerosis 1" (TSCl) ont ete hybrides deux par deux 
et reveles en 2 couleurs differentes afin de mesurcr la taille des iniervalles separant ces 

30 contigs. La figure montre 3 images caracteristiques de chacune des ces mesures donnant 
les distances entre cosmides avec une precision de 1,5 a 3 kb pour 50 a SO mesures. Le 
code des cosmides utilises est indique, ainsi que le contig auquel ils appanienncnl (enlrc 
parentheses). La couleur vene est representee en blanc et la couleur rouge en gris. 
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MATERIEL ET METHODES 

Methode des histogranimes 

Le schema de la figure la presente un ccriaiiv nombrc de siiuations dans 

le cas d'une sonde recouvrant totalement la region cherchee du genome (region 
5 contenant toute sequence genomique dont (a modincation entraine Tappariuon de la 

pathologie). De preference, la sonde recouvre une panic du genome non impliquc dans 

la cassure, c*est-a-dire de part ct d'autre de la deletion par exemple. 

Les histogrammes theoriques correspondants (dans Thypothesc ou I'ADN 

genomique pcigne est intact, ce qui est naturellement peu realiste, at qui sera discute 
10 dans la suite) sont presentes sur le schema de la Hgure lb. La figure Ic represcnte les 

resultats bruts avant extraction de la contribution de Tallelc normal. Des situations 

similaires sont representees dans le cas ou le clone utilise ne recouvre pas totalement le 

gene (ou la region du genome) rechcrche(e) sur les schemas des figures 2a et 3a. 

Dans la suite, on utilisera indifferemment Texpression "cetie region de 
15 genome" (sous-entendu impliquee dans la pathologie) ou *1e gene", dans la mesure oil la 

technique ne permet pas de determiner a proprement parler un gene, mais une region du 

genome subissant des alterations (se traduisant par un "point de cassure"). 

L'ensemble des situations representees sur les schemas precedents donne 

une. idee de la difference auendue entre une situation ou la sonde donee utilisee 
20 s'hybride sur une region du genome d'un individu sain qui est modifiee dans le cas d'un 

individu malade. 

Dans tous les cas presentes (sauf celui d'une translocation de tout ou 
partie du gene contenant la totalite du clone - cf schema 3a (c3)), rhistogramme 
(theorique) se distingue de rhistogramme "normal": 
25 - soit par la presence d'un seul pic mais situe a une valeur differenie dc la 

longueur du clone (superieure - cas (d2) par exemple, ou inferieure - cas 

(bl )). 

soit par la presence de deux pics ou davantage. 

La simple donnee de rhistogramme des longueurs et de la longueur Lc du 
30 clone (obtenue par exemple a I'aide d'une hybridation sur I'ADN d'un individu sain el 
oblention du pic de rhistogramme correspondant) permet done dc savoir si le clone 
etudie recouvre un point de cassure (au sens large entendu ici). 

Les anomalies observees au niveau dc I'histogramme pcuvent ctre 
regroupees en plusieurs categories; 
33 (a) un pic pour une longueur Li < Lc 

(b) un pic pour une longueur Ls > Lc 

(c) plusieurs pics de longueur(s) inferieure(s) a Lc 

(d) plusieurs pics de longueur(s) superieure(s) a Lc 



wo 98/18^9 



22 



PCT/FR97/01949 



(e) un pic pour une longueur L = Lc ei un ou pkisieurs pics dc longueur(s) 
inferieure(s) a Lc 

(f) un pic pour une longueur L = Lc et un ou plusieurs pics de longucur(s) 
superieure(s) a Lc 

5 (g) un ou plusieurs pics de longueurs <, = et > a Lc 

Les classes d'anomalies repertiorees precedemment no sufTisenl en 
general malheureusement pas pour definir ranomalie genelique sous-jacente. 

Le schema de la figure lb montre en efTet qu'il n'est pas possible a priori 
de distinguer entre une translocation partieile (cl) ou (c2), totaie (c3) ou une insertion 
10 dans le cas d'un clone qui couvrirait la tolalilc du gene. 11 en est de memc pour lc cas ou 
le clone ne couvrirait que paniellement le gene (schema des figures 2b et 3b). 

Par centre, la donnee des longueurs correspondant aux pics de 
Thistogramme permet de preciscr dans certains cas la position dans le clone 
de Texiremite de la partie du gene deletee. transloquee, dupliquee ou en contact avcc une 
15 insertion. 

En tout eiat dc cause, la mesure d'un hisiogramme distinct de celui 
attend u dans le cas d'un genome normal signale la presence dans le genome etudie, d'une 
anomalie au niveau de la sequence contenue dans le clone utilise, 

(a* un pic pour une longueur Li < Lc): il s'agit presque certainemcnt d'une 
20 (ou de plusieurs) deletion(s). Cependant, comme nous I'avons note, ii peut s'agir d'un cas 
ou plusieurs pics se trouvent confondus. Nous verrons qu'il est en general possible de 
distinguer entre ces deux cas par comparaison avec une sonde correspondant a une zone 
differente du genome (sonde de reference), 

Dans le cas d'une deletion, il est possible d'en deduire la taille par 
25 soustraction des deux longueurs restantes de la longueur du clone intact (uniquemeni 
dans le cas ou le clone recouvre la lotalite de la panic deletee du gene). La position par 
rapport au clone ne peui par centre pas eire connue, seulcs des hybridations 
supplementaires avec d'autres clones ou des sous-clones pouvant permetlre cetie 
determination. 

30 Cependant le meme type d'histogramme peut correspondre a plusieurs 

deletions, auquel cas il n'est possible que de mesurer ia taille toiale des deletions 
(toujours dans I'hypothesc oii le clone recouvriraii la toialite de !a partie deletee du 
gene). 

Dans les cas ou le clone ne recouvre que partiellemeat le gene, la 
35 deletion detsctse peut ne representer qu'une panic de la deletion effective du gene (cf 
schema 2a (bl) par exemple). 
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(b: un pic pour une longueur Ls > Lc): dans ce cas, i! s'agit d'une ou de 
plusieurs duplication(s) a I'mterieur du gene ou a ses exircmites, d'une partie ou de la 
totalite de celui-ci. Le clone peut recouvrir lotalemenl ou partiellement le gene. II peut 
eventuellement y avoir inversion des sequences, mais ceci ne peul eire delecle dans le 
5 cas ou le clone recouvre totalement le gene. La position dc la ou dcs duplications ne 
peut eire deierminee. 

(c: plusieurs pics de longueur(s) inferieure(s) a Lc): il peut s'agir dans ce 
cas de translocations partielies du gene ou de I'inserlion d'une sequence a Tinterieur du 
gene. Dans Thypothese d'une translocation, il est possible de preciser les deux exiremites 
10 du gene au sein du clone (cas ou le clone recouvre totalement le gene), ou d'avancer 
deux possibilites pour ces extremites (dans le cas ou le clone recouvre partiellement le 
g^ne), 

(d: plusieurs pics de longueur(s) superieure(s) a Lc): il s'agit dajis ce cas 
de plusieurs duplication de tout ou partie du gene dans la region du genome couvene par 
15 le clone. 

(e: un pic pour unc longueur L = Lc et un ou plusieurs pics de 
longueur(s) inferieure(s) a Lc): il s'agit d'une (ou de plusieurs) duplicaiion(s) de lout ou 
partie du gene dans une zone du genome distincte de la zone couvene par le clone, ceci 
dans le cas ou le clone couvre la totalite ou un partie du gene. 
20 (f: un pic pour une longueur L - Lc et un ou plusieurs pics de longueur(s) 

superieure(s) a Lc): bien que ceite situation n'ait pas ete representee dans les schemas 1 
a 3, il s'agit d'un cas de duplication du type (d) associe a un gene normal. 

(g: un ou plusieurs pics de longueurs < = ct > a Lc): combinaisons de (c) 

et(0. 

25 Dans un certain nombre de situations, ['analyse dcs signaux d'hybridalion 

et de leur distance, dans le cas ou lis seraient alignes, devrait par ailleurs fournir des 
informations supplementaires. 

L'exemple du schema la (e) illustrera cette idee: dans ce cas d'une 
insertion, il faut imaginer que tout segment non hybridc, mais entoure par deux 

insertion: on construira done un histogramme de ces mesures: s'il existc reellement une 
insertion, il devrait done apparaitre comme un pic, au meme litre que n'importc quelle 
hybridation. 

Cette mesure servira egalemeni dans le cas de deletions ou de 
33 translocations, par exemple. 
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La technique exposee precedemment suppose que I'ADN genomique 
peigne hybride soil intact. En effet, la situation de reference, ceiie d'un individu sain 
dont TADN correspondant au clone utilise pour rhybridation n*esi pas modifie, est 
representee theoriquement par un pic a la valeur de la longueur du clone. 

5 Dans la pratique. I'ADN est soumis a dcs contraintes hydro-mecaniques 

lors de sa preparation, et egalement lors du peignage, ce qui conduit a de nonibreuses 
cassures alcatoires. Ces cassiires aleatoires pcuvent avoir lieu au sein de la sequence 
cible de la sonde, ce qui donnera lieu, apres peignagc, a une separation en plusieurs 
morceaux de ladite sequence. Lors de I'hybridation avec la sonde, ces segments seront 

10 hybridcs, et apres revelation, mesures comme des fragments de taille inferieure a celle 
de la sequence cible. 

Ces cassures n'affecteront pas necessairemenl I'ensemble des sequences 
cibles dans I'ensemble des genomes utilises pour le peignage. En fonction du nombre de 
genomes humains peigncs sur la surface ctudiee, ei en fonction des conditions de 

15 preparation, la proportion des sequences cibles cassees resiera raisonnablement faible. 
Dans ce cas, rhistogramme ideal constltue par un seul pic a la longueur de la sonde sera 
remplace par un pic moins important accompagne d'une queue de distribution aux 
longueurs inferieures. 

L*experience et des considerations pratiques elehientaires niontrent qu'un 

20 nombre optimal de genomes peignes par surface etudiee est d'au moins une dizaine par 
surface peignee dans les conditions experimentales decrites. 

Dans ce qui suit, on etudiera des simulations de processus de cassure 
(consecutives a la preparation et au peignage de I'ADN) dependant de deux parameires, 
permettant devaluer Tinfluence sur I'histogramme Iheorique des longueurs de ces 

23 phenomenes. 

Deux parameires semblent imponanis dans le phenomene de cassure: la 
taille caracteristique et le taux de cassure. 

La taille caracteristique defmit approximativement la taille limiie atteinie 
par des molecules soumises a un grand nombre de manipulations. Un exemple de 
50 manipulation possible est le pipetage: en fonction du diametre du cone de la pipeitc, la 
taille limiie maximale des molecules sera plus ou moins importanie. Un autre exemple 
de manipulation est le vortexage de la solution d'ADN. 

Le taux de cassure est sense modeliser le nombre de manipulations: par 
exemple, plus Ic nombre de pipetage augmente, plus les molecules risquent d'etre 
55 cassees. 
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A. Modeic cn mnrchc d'cscalicr . 

La fa^on la plus simple de modeliser des manipulations d'ADN en 

solution consiste a altribuer une probabilite de cassure nulle au\ fragments dc taille 

infcrieure a la taille caracteristique Lq, et une probabilite dc cassure egale a I pour les 

5 fragments de taille superieure a Lq. La cassure d'un fragment de taille L s'effectuc en 

outre alealoirement en deux fragments quelconques: 

L<Lo->Po(L)-0 

L>Lo = >Po(L)=l 

De fa^on a inlroduire un taux dc cassure dans ce modele, un parametre 

10 fixe le nombre de processus de cassure auxquels est soumise une molecule el ses 
fiagmenis successifs. 

Ce module permet de simuler les histogrammes aitendus lors d'une 
hybridation d'une sonde de longueur connue Lq en fonction des parametres du modele. 
Les conditions choisies sont: sonde s'hybridant sur un chromosome de 50 Mb, 200 

1 5 genomes peignes, Lq = 50 kb, 

A.l . Influence de la taille caracteristique sur rhistogramme. 

La figure 4 represente, pour differents laux (ou nombre d'eiapes) de 
cassure, Failure des histogrammes theoriques obtenus pour des valeurs de taille 
caracteristique (Lq , Lfarcak) d*l, 2, 4 ou 8 fois la taille de la sonde. II apparait 

20 clairement que plus la taille caracteristique est proche de la taille de la sonde, plus 
rhistogramme se differencie du pic unique decrit dans la panic 2, la queue de la 
distribution aux longueurs inferieures a la longueur Lq de la sonde prenant de 
I'importance, jusqu'a pratiquement faire disparaitre le pic pour la valeur attendue Lq. 
A.l. Influence du taux de cassure sur rhistocramme . 

25 La figure 5 presente, pour differenles tallies caractcrisliques, revolution 

de rhistogramme theorique en fonction du taux de cassure, c*est-a-dire le nombre 
d'etapes de cassure aleatoire (N time steps). II apparait naturellemeni que le pic a la 
longueur attendue Lc diminue lorsque le taux de cassure augmente. 

Dans ce models cependant, le pic ne disparait pas totalement, meme 

30 lor^qu? d** CE^^^Ll*"? C^Olt •r.dsfinirn'*nt nUlSCUilUCyn^ C^^Snjp n'a lipn lnr<;nnp loci's 

les fragments restant sont de taille inferieure a Lq. 
A.3. Interetdu modele, 

Le modeic precedent a pour interet principal dc fournir un moyen rapide 
pour evaluer I'allure probable de I'hisiogramme des longueurs des fragments de sonde 
35 hybrides, de faQon a pouvoir inierprclcr les rcsultats des observations. 
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B. Modelc gaussicn . 

Un modele un peu plus reaiisie consisic en un modele simiiaire d'etapcs 
successives de cassure, mais avec une loi de cassure differenie de la loi "tout ou ricn" du 
modele cn marche d'escalier. Une fa9on simple d"*arrondir" cette loi est dc remplacer la 
5 probabiliie precedente par une loi dc probabilite de cassure gaussienne: 

Pq (L) = I - e <yio)2 
B. I . Influence de la taille caracteristique sur I'histogramme 

La figure 6 represente, pour differents taux de cassure, Failure des 
histogrammes theoriques obtenus pour des valeurs de taillc caracteristique (Lq , Lbreak) 
10 dM, 2, 4 ou 8 fois la taille de la sonde, identiques a ceux uiilises dans la simulaiion 
effectuee dans le cadre du modele en marche d'escalier. Dc la nieme fapon. plus la taille 
caracteristique est proche de la taille dc la sonde, plus Thistogramme sc differencie du 
pic unique decrit dans la partie 2» la queue de la distribution aux longueurs inferieures a 
la longueur Lc de la sonde prenant de rimportance. jusqu'a pratiquement faire 
15 disparaitre le pic pour la valeur aitendue L^- 

B. 2. Influence du taux de cassure sur rhistogramme . 

La figure 5 presente, pour differentes tailles caracteristiques, revolution 
de rhistogramme theorique en fonction du taux de cassure, c*est*a-dire le nombrc 
d'etapes de cassure aleatoire (N lime steps). II apparait naturellement qt»e le pic a la 
20 longueur attendue Lq diminue lorsquc le taux de cassure augmenie, 

Toutefois ce modele a un comportement plus rcaliste que le precedent, 
puisquc lorsque le taux de cassure croit, le pic conrespondant a diminue quelle que 
soil la vaieur da la taille caracteristique, pour disparaitre* completement lorsque le taux 
de cassure croil indefmiment. 
25 3.3. Interet du modele . 

Le modele gaussien, eiant plus reaiiste, sera celui que nous uuliserons 
par ia suite pour simuler des histogramme de longueurs de fragments de sonde 
hybridees. 

C. Simulation d'une hybridation sur un point dc cassure . 

30 Pour etudier les conditions de rapplicabilile de notre technique, nous 

prescntons la simulation de trois types de situations caracteristiques de Thybridaiion d'un 
clone sur un point de cassure. Nous prendrons pour exemple lc cas d'un BAC (Bacterial 
Artificial Chromosome) de 125 kb recouvrcuit un point de cassure implique dans une 
translocation (cf par exemple schema 2a (cl)). 

35 Les simulations presentees sur la figure 8d correspondent a une situation 

ou le clone est hybride sur un ADN gcnomique normal: dans ces conditions, la plupart 
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des hybridations ont une longueur de = 125 kb, mis a part les fragments casses a 
cause des manipulations. Nous avons choisi deux valeurs de la taille caracterisUque Lq^ 
Lq = 100 (< Lq) et Lc = 200 (>Lc). Le taux de cassure est unique el egal a N = 1 0. 

Ces histogrammes montrent qu'il est possible de distinguer un pic a 125 
5 kb dans la plupart des cas, meme assez defavorables comme dans le cas Lq 100, N = 
10. 

C.l. Fragments de 35 et 90 kb . 

La figure 8a presente les resultats de la simulation d'un histogramme des 
longueurs de fragments hybrides dans lc cas ou le BAG de 125 kb s'hybride en deux 
10 parties non connexes du genome, de tallies tres differentes (35 et 90 kb), comme dans le 
cas decrit sur le schema 2a (cl). 

Dans les deux cas (Lq 100, Lq - 200), les deux pics a 35 et 90 kb sont 
reconnaissables, meme si la situation est nettement plus favorable dans le cas ou la taille 
caracteristique est nettement superieure au plus grand fragment. 
15 Notons par ailleurs que, meme dans le cas d'un echaniillonage moindre, 

qui conduirait a un pic a 90 kb peu distinct, le pic a 35 kb subsisterait, signalant une 
anomalie par rapport a la taille normale du clone. 
C.2. Fragments de 50 et 75 kb . 

La figure 8b represente le resultat de simulations dans le cas de deux 
20 fragments de taille peu differentes Tune de Tautre. La encore, les pics correspondants 
sont nets et distincts I'un de I'autre. Dans ce cas, on peut prevoir qu'avec un 
echantillonnage moindre, il restera possible d'ideniifier ces deux pics. 
C.3. Fragments de 60 et 65 kb . 

La figure 8c represente le resultat de simulations dans lc cas de deux 
7.5 fragments de tailles tres prochcs. Dans les deux cas, les pics ressonent ncltemeni dc 
I'hisiogramme des petits fragments, mais il est a craindre que precision limitee des 
mesures les confondent en un seul. 

La encore, une telle information suffira cependant pour assurer 
I'existence d'un point de cassure situe a mi-distance du BAG hybride. 
^0 C.4. Conclusions 

Les simulations precedentes montrent que, dans des conditions evitant de 
trop casser I'ADN avant et pendant le peignage, il est possible de distinguer sans 
ambiguite entre une situation temoin ou la sonde s'hybride sur un genome humain 
normal, et une situation ou la sonde s'hybride sur un genome modifie par la presence 
35 d'un point de cassure. 
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Les parametres heuristiques caracierisant le peignage monlreni qu'il esi 
touiefois preferable d'avoir une taiile caracterislique superieure ou egaie a la longueur 
maximale de I'hybridation. Celle-ci etant inconnue, un criterc simple esi done ime tailtc 
caracterislique de I'ordre de ou superieure a la longueur du clone utilise commc sonde. 

5 Pour juger de fa^on experimenlaie de la realisation de ce crllere, 11 paraii 

done souhaitablc d'uliliser, en plus des sondes destinees a la recherche d*une anomalie 
dans le genome, une sonde temoin de taille comparable s'hybridant sur une parlie 
differente du genome. L'histogramme correspondanl pcm^ettrait ainsi de delenViiner 
qualitaiivement les paramelres du modelc refleiant la situaiioa ejcperi mental e. 

10 La figure 8e illustre une realisation experimenlaie de Texemple 

precedemment decrit dans la figure Sa. De I'ADN genomique humain a eie peigne 
suivant le protocole decrit ci-apres. Cinq sondes cosmidiques contigues du chromosome 
9 (280A6, 37A1, 149B8, 134AI I. 99B4 appartenant au contig du gene TSCl) toialisant 
environ 155 kb ont ete hybridees sur cet ADN, puis revelees avec des anticorps 

15 fluorescents. Un histogramme des longueurs d'hybridation mesurees a etc trace qui est 
tres comparable a T histogramme de la figure 8d pour L^reai; ~ 100. On note par ailleurs 
que rhistogramme reel a ete obtenu sur un equivalent de moins de 40 genomes 
diploides (les simulations correspondant a 100 genomes diploides). 
Traitement de surface 

20 Des Icimes de 22 x 22 mm sont preparees et recouveries de silane en 
utiiisant le procede decrit dans les demandes de brevet PCT/FR95/00I64 et 
PCT/FR95/00165. 

Preparation des sondes cosmides 

L*ADN cosmidique est marque par une extension a partir d'une amorce 

21 stalistique avec des nucleotides modifies par la digoxygenine ou qui sont biotinyles. 
Pour les sondes marquees a la biotine» on utilise le "kit" de marquage ADN Bioprime"^'*^* 
(Gibco-BRL) contenant des amorces octameres staiistiques et de la biotine-14-dCTP- 
Pour le marquage a la digoxigenine, un melange different de dNTPs est utilise qui 
comiem dCTP, dATP et dGTP (OJmM), dTTP (0,065 niM) et dig-ll-dUTP 

30 (0.033 mM). 

La taille et la concentration des fragments d*ADN marques sont 
confirmees par electrophorese sur gel d'agarose a 0,6% et par densiiometrie de bandes. 
L*efficaciie du marquage est evaluee a partir de taches deposees sur des membranes de 
nylon en utiiisant des dilutiotis successives de sondes digoxigenine et de sondes biotine. 
35 Apres incubation avec une phosphatase alcaline anti-dig (AP) ( Bochringer Mannheim) 
ou streptavidine AP (Gibco-BRL), les taches sont revelees avec N BT (NitroBluc 
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Teirazolium) ct BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-lndolylphosphaie) de Gibco-BRL. Les 
taches positives sont comparees avec les resultats obienus a partir d*echantillons d' ADN 
controles marques par dig ou par la bioline. 

De faijon a limiter le bruit de fond, les souches sont finalement purifiees 

5 sur des colonnes Bio-Spin 6 (Biorad) par centrifugation 5 mn a i 500 g. 
Solution d'ADN de levure 

L'ADN de levure contenam le YAC 774G4 (1600 kb) est prepare dans 
des blocs de 100 ^1 d*agarose LMP 0,8 % (1 fig/bloc) en ulilisant un prolocole de 
preparation des blocs standard PFGE. Les blocs sont stockes dans TEDTA 0,5 M a 4*'C 

10 ei rinces avec un tampon TE 15 ml (Tris 10 mM / EDTA ImM. pH 8) pendant 2 heures 
avanl d'etre utilises. Chaque bloc est colore avec 3,3 |iM YOYO- 1 (Molecular Probes) 
dans 100 ^il T40E2 (Tris 40 mM / EDTA 2 mM, pH 8) pendant i heure a temperature 
ambiante (RT). L'agarose est alors fondu pendant 45 minutes a 6S*'C et digere 2 heures 
a 40°C en ulilisant 2 U de P-agarase I dans un tampon NEB xl agarase (Biolabs) par 

15 bloc. 

La dilution de TADN (0,25 pg/ml) dans MES 50 mM (pH 5,5) est 
efTectuee tres prudemment de fa^on a eviter le bris des brins d'ADN. La solution est 
alors versee dans un reservoir de 4 ml de Teflon'^'^ permetiant Tiniroduction de 3 lames 
silanisees 22x22 mm pour peignage. La solution d'ADN peut egalement etre stockee a 

20 4°C pendant plusieurs jours. 
Peignage molcculaire 

Les lames silanisees sont trempees dans le reservoir de Teflon"^-^^ 
contenam une solution d'ADN de levure totale (0,25 g/ml dans 50 mM MES, pH 5,5), 
incubees a RT et extraites du reservoir apres 10 minutes d' incubation en ulilisant un 

25 simple dispositif mecaniquc. Pendant I'incubalion, les molecules d'ADN s'ancrent sur 
la surface par leurs extremites. En extrayant la surface du reservoir, ceci a le meme effei 
que Tevaporaiion pre\aie dans la "methode de la goutte", le menisque se deplace par 
rapport a la surface et exerce une force de traction constante sur les molecules 
demeurant dans le reservoir. 

50 r.p<; <;tirfnnp?; rniivertps avec I'ADN neipne <;nnt nlnrs nh<;p.rveef; avec nn 

microscope en epifluorescence de fa9on a controler les caracteristiques du peignage. Un 
enregistrement des champs repress ntatifs de vue pour chaque tame est effectue pour Ic 
controle posthybridalion. 

Les surfaces sont alors collees sur des lames do microscope 
35 (cyanocrylate) ct chauffees une nuit a 60°C. Elles peuvent eire s-ockees pcndani 
plusieurs mois si on les protege de I'humidite a -20**C ou a temperature ambiante. Les 
surfaces sont alors deshvdratees avant la denaturaiion en utilisant un bain comDortan: 
des concentrations croissantes en ethanoi (70 %, 90%, 100%). 
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Dgnaturacion et hybridation 

Les surfaces som denaiurees dans 70 % de formamide des ionise/30 % 
2xSSC, pH 7,0) pendant 4 minutes a 70_C et ininiediatement immergees 5 minutes dans 
un bain d*ethanol froid (0*'C) a des concentrations croissantes (70 %,90 %J00 %). Les 
5 surfaces sont alors mises a seclier. 

50 ng de sondes marquees biotine el 30 ng de sondes marquees 
digoxygenine sont alors melanges avec 3 |.ig d'ADN humain Cot! ei 10 |ig d'ADN de 
sperme de hareng dans 10 nl de tampon d'hybridation (50 % de formamide desionise / 
10 % de dexlran sulfate / 2xSSC / 1 % Tween 20, pH 7). Les sondes sont denaiurees 
10 pendant 5 minutes a 80°C et immediatement refrigerees a 0*'C. 

10 de la solution de sonde sont ajoutes par lame peignee dc 22x22 mm 
puis couvens avec une lame non irailee et scelles avec un polymere i>T3e Rubber-cement 
commercialise par Sanford, USA. L'hybridation est conduite pendant une nuit a 37°C 
dans une chambre humide (HC). 
15 Revelaiion avec des sondes fluoresccntes 

Apres hybridation, les lames sont lavees pendant 5 minutes a RT dans 3 
bains (50 % formamide desionise/ 2xSSC, pH 7) et pendant 5minutes a 5' at RT dans 3 
bains de 2xSSC. Les tames sont incubees pendant 30 minutes a 37**C (HC) avec 50 \x\ 
par lame d'une solution de blocage (1,5% -p/v) de react! f(Boehringer Mannheim) dans 
20 4xSSC / Tween 20 0,05 %, pH7,2). 

Les detections des sondes marquees a la biotine et a la digoxigenine son! 
effectuees simultanement en utilisant le meme protocole pour chaque couche de 
detection, chaque couche d'anticorps etani incubee 30 minutes a 37°C, ics lames etant 
lavees apres chaque couche (3 fois 5minutes a RT dans 4xSSC / Tween 20 0,05 %). 
25 Pour les sondes marquees a la biotine, les couches suivanies soni 

utilisees (50 ^1 de tampon d'hybridation par lame) : (1) 40 mg/ml d'Avidin-Texas Red 
(Vector), (2) 5 mg/ml d'ami-avidin de chevre faiotinilee (Vector). (3) 40 mg/ml 
d'Avidin-Texas Red (Vector). 

Pour les sondes marquees a la digoxigenine : (I) 34 mg/ml d'un 
30 congugue anti-dig de souris avec FITC (Jackson). (2) 28 mg/ml d'anti-souris d*ane- 
FITC (Jacicson). (3) 30 mg/ml d'anti-lapin de souris-FITC( Jackson). 

Apres detection, les lames sont rincees rapidement dans PBS xl et 
montees avec un reactif (Vectashicld , Vector) avant observation. Les iames peuveni 
cire gardees des mois a 4°C dans Tobscurite. 
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EXEMPLE I 

Dans le cas du peignage d'ADN genomique humain, on effectuc des 
hybridations simultanees de deux cosmides separes par un gap de plusieurs dizaines de 
kb {180FI ei 50D9) : environ 80 signaux couples (cosmidc 1 - gap - cosmide 2) ont pu 

5 etre mesures sur une seule lamella de 22x22 mm. correspondant a une distance totale dc 
120 kb environ (voir exemple 5). 

Ce resultai pemiet d'assurer qu'il est possible d'observer environ une 
centaine d'hybridations d'un BAC enlicr sur un genome humain normal. Cette situation 
experimentale est a comparer avec les situations theoriques envisagees dans la figure 8: 

10 les histogrammes 8d montrent en cffei que pour 100 genomes diploYdes (done 200 
occurences d'une sequence clonee)» et avec des paramelres particuliers, environ 10 
signaux d'hybridation intacts d'un BAC de 125 kb (cas Lq = 100 kb), ou 16 signaux 
d'hybridation intacts (cas Lq = 200 kb) sont attendus. Auu-ement dit, les parametres 
theoriques utilises dans les simulations sont beaucoup plus pessimistcs que les 

1 5 conditions experimentales que Ton est actuellemeni capable de realiser. 

L'ensemble de cette analyse theorique et experimentale pcrmet done une 
premiere validation de la presente invention. 

Outre la recherche de points de cassure a I'aidc de BACs (ou autres 
sondes de taille equivalente ou inferieure) evoquee precedemment, il est egaiement 

20 envisageable d'utiliser des YACs (disponibles pour la totalite du genome humain, et 
pour d'aulres genomes). Des simulations similaires a celles presentees ci-dessus 
montrent qu'il est envisageable de detecier I'hybridation d'un YAC de 1600 kb en deux 
fragments distincis de 400 et I200kb (par exemple), sur la base de 100 genomes peignes 
dans des conditions correspondant a Lq = 600, N = 10 dans le modele gaussien. 

25 Cependant, a la difference des observations de BACs ou de sondes de 

taille sembiable ou inferieure, qui peuvent etre realisees sans difTiculte a I'aide d'un 
microscope a epifluorescence equipe d'un objeciif xlOO ou x 63 et d'unc camera (taille 
maximale d'un champ de vue; respectivement 123 |im et 195 |im environ), la mesure de 
fragments de plusieurs centaines de kb impose I'utilisation d'objeclifs de grossissement 

30 plus faible, pour lesquels des problemes dc detectabilite des signaux peuvent 
eventuellement se poser: 

X 40: champ de vue de taille maximale 307 |im environ. 
X 20: champ de vue de taille maximale 614 fxm environ. 

L'avantage d'utiliser des sondes de taille aussi importante est evidemment 
35 de reduire le nombre d'hybridations necessaires pour Iroiiver u:i clone interessant. 



wo 98/18959 



32 



PCT/FR97/01949 



EXEMPLE 2 

Dosaee de l'AE)N phage-X dans ie genome d'E.Coli 

De I'ADN genomique d'E. CoU (Ic = 4.7 Mb) comenanl un exemplaire du 
genome du phage \ (lignee 5243, k - 49 kb) a ete peigne sur des surfaces silanisees 
5 apres avoir ete contre-colore avec une molecule fluorescenie (YOYO- 1 ). 

La longueur totale d'ADN peigne par champ de vue a ete estimee a partir 
de 30 a 50 cliamps de vue repartis uniformement sur rensemble de chaque surface. 

Do TADN de phage X marque a la biotine-dUTP a ensuite ete hybride el 
revele a i'aide d'un systeme d'anticorps couples a la FITC (verl). La longueur lotale 
10 d'ADN hybridee par champ de vue a ete estimee a partir de 1 00 champs de vue repartis 
uniformement sur I'ensemble de chaque surface. 

Les resultats de 4 experiences sont represenies dans Ie tableau ci-dessous 
dans lequel Nb E. coli = JLc. et Nb = LT 

Ic It 

15 





Nb E. Coli 


NbX 


R =>7E. Coli 


AR 


43^4 


0,19 


0.19 


i.o 


0.6 


43J 


0,25 


0.22 


0.9 


0,5 


43_7 


0,31 


0,26 


0,8 


0,4 


20 43_8 


0,20 


0,24 


U2 


0,7 


43_9 


0,26 


0,39 


1,5 


0,8 


43_13 


0,57 


0,74 


1,3 


0,4 


43_14 


0,61 


0,56 


0,9 ■ 


0,3 



25 Ces resultats ont montre, hom^is pour ia lame 43_9, un rapport 

raisonnabiemeni proche de la valeur attendue de 1. Cependant le principe utilise, 
consistant a mesurer Tensemble des signaux avant hybridation est peu praticable pour 
des genomes plus grands (I'incertitude AR est ici principalement due au faible nombre 
de genomes d'E. Coli mesures, de i'ordre de 6 a 24). 

30 EXEMPLE 3 

Dosage du nombre d'amplicons dans le genome de cellules de hamster . 

L etude de faisabilile a ete etendue a de I'ADN genomique de mammifere. 
Le systeme choisi est I'ADN de 2 lignees de fibroplastes du poumon de hamster (lignees 
618 et GMA32) conienant respectivement I et 2 copies du gene cible AMPl par 

25 genome haploide. 
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De I'ADN genomique de cellules founii en solution a ete peigne sur des 
surfaces silanisees, avec une densite estimee de 100 genomes diploVdes par surface de 
22x22 mm. 

Une sonde cosmidique (D3S1, -40 kb) specifiquc de la region du gene 
5 cible a ete marquee avec de la dig-dUTP, Une autre sonde cosmidique (565.5A1, -40 
kb), specifique d'une region situee a environ i Mb du gene cible a ete utilisee comme 
temoin, et marqude avec de la biolinc-dUTP. 

Les sondes ont ete hybridees sur I'ADN genomique peigne prealablement 
denature, et revelees en rouge (sondes biotinilees) et vert (sondes digoxygenees) dans un 
to des cas, et avec des couleurs inversees dans I'autre. Les signaux d'hybridation de chaque 
couleur ont etc mesures sur un nombre de champs de vue representatif de la surface. 

Dans le cas de la Itgnee A32, la taille totale obtenue pour la sonde D3SI 
(1400 ^m environ) represente 70 copies du gene. La laille obtenue sur les memes 
champs de vue pour la sonde lemoin (1180 pm environ) represente quant a elle 60 
15 genomes haploides. Ceite mesure donne done un rapport cible/iemoin de 1,2 + 0,3 
compatible avec la presence d'une copie du gene pax genome haploide. 

Ces experiences montrent done la faisabilite du dosage de gene a partir 
des seuls signaux d'hybridation de sondes cible et temoin, des lors qu'un nombre 
sufTisant de signaux peut etre observe. 
20 EXEMPLE 4 

Cartographie oar paires de 6 cosmides sur un YAC de 1600 pb contenu dans de I'ADN 

genomique de levure 

Le YAC 774G4 coniient un clone d'ADN genomique humain du 

chromosome 15 contenant le gene de la calpaine (CANP3), dont la mutation est 
25 responsable d'une dystrophic des ceintures (LGMD 2.'\). En collaboration avec le groupe 

de J. Beckman du Genethon (Evry). nous avons peigne de I'ADN genomique de levure 

contenu dans des blocs d'agarose Low Melting (1 bloc, 1 pg d'ADN par bloc) sur des 

surfaces silanisees. 

Les six cosmides ont ele hybrides deux par deux et la mesure de leurs 
30 taille et distance respectives a ete effectuee en constituant des histosrammes des tallies 

et distances. La moyenne et recart-type du pic principal de chaque histogramme en a 

ele exlrait a Taide d'un logiciel specifique. L'ecart-type des mesures s'avere etre de 

rordrede2a4 kb (figure 11). 
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EXEMPLE 5 

Cartographie de couples de cosmides siir ADN genomiaiie humain 

4 cosmides appanenani a 3 coniigs voisins separcs par des gaps out eie 
utilises dans 2 series d'hybridaiions, effeciuees en collaborcition avcc Ic groupe de S. 
5 Povey du MRC (Londres). Les contigs recouvrenl la region du gene TSC I implique 
dans une des formes de la tuberous sclerosis (chromosome 9). Les sondes cosmidiques 
ont ele preparees suivant le prolocolc ci-dessus. 

L'ADN genomique utilise a ete extrait de cultures cellulaires et mis en 
bloc d'agarose Low Melting a raison dc 10^ cellules par bloc. 3 blocs traites suivant le 
10 protocole precedent (reservoir de 4 ml, utilisation d*une molarite fmale de MES pH 5,5 
de 1 50 mM), ont ele utilises pour le peignage de TADN genomique. 

Les cosmides ont ete hybrides 2 par 2 sur des lames semblablcs, un total 
de plusieurs dizaines de signaux doubles (rouge/vert alignes) par lame etant en moyenne 
observe, Le meme protocole de mcsure que precedemment a eie obsers'e, donnaiit lieu a 
15 des valeurs finales ayant la meme precision que dans ['experience prccedente. 

La figure 12 presenle quelques images lypiques ayani permis la mesure 
des tallies des 2 gaps etudies. 
EXEMPLE 6 

CartQoraphie de segments de restriction 
20 Cette technique de cartographie est naturellement applicable a lout autre 

type d'ADN peigne ou de sous-clone. Une extension possible de la technique 
consisterait par exemple a cartographier non plus des sous-clones d*un clone, mais 
direciement des fi-agments de restriction de I'ADN peigne' (par exemple un clone dc type 
BAG), 

25 Ceci eviteraii relaboration de sous-clones intermediaires avani 

sequen9age, la carte physique des fi-agments de restriction etant obtenue avec 
suffisamment de precision pour permettre une reconstituiion de la sequence finale. 
L'applicabiiite de cette technique repose sur la bonne separation des bandes de 
restriction, et la taille suffisanle (> 10 kb) des principaux fi-agments, ainsi que sur le 

30 sous-clonage ulterieur de I'ADN de ces bandes (sous-clonage dans des vecteurs de petite 
taille, apres restriction enz)'matique supplementaire, pour le sequen^age). 
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REVENDICATIQNS 



1) Procede de detection de la presence oti de la localisation d'un on 
plusieurs genes ou d'une ou plusieiirs sequence d*ADN spccifiquc A ou d*une on 

3 plusieurs molecules reagissant avec T ADN sur un ADN B, caracierisc en ce que: 

(a) on fixe et on pelgne une certainc quantilc dudit ADN B sur une surface 
de peignage, 

(b) on fait reagir le produit du peignage B avec une ou plusieurs sondes, 
llees au(x) g6ne(s) ou aux sequences d*ADN specifiques A, ou aux 

10 molecules susceptibles de reagir avec T ADN. 

(c) on preleve Tinformation correspondant a Tune au moins des categories 
sutvantes : 

(1) la position des sondes, 

(2) la distance entre sondes, 

15 (3) la taille des sondes (la somme totale des tallies permettant de 

quantifier le nombre de sondes hybridees) 
pour en deduire la presence, la localisation ei/ou la quanliie des genes 
ou des sequences d*ADN speclfique A. 

2) Precede selon la revendication 1 de mise en evidence d*une anomalie 
20 genetique de cassure dans un genome, caraclerise en ce que : 

(a) on fixe et on peigne une certaine quantiie dudit genome sur une surface 
de peignage, 

(b) on hybride le produit de peignage avec une ou plusieurs sondes 
specifiques correspondant a la sequence genon^ique dont on cherche 

2: Tanomaiie, 

(c) on mesure la taille des fragments correspondant aux signaux 
d*hybridations, et 

(d) on en deduit la presence d'une cassure, soit par mesure directe soil par 
comparaison avec un temoin etalon correspondant a une longueur 

30 temoin. 

3) Procede selon Tune des revcndications I ou 2, caracterisc en ce que 
Ton fait reagir le produit du peignage avec une ou plusieurs sondes marquees. 

4) Procede selon I'une des revcndications 2 ou 3, caracterise en ce que la 
sonde recouvre une partie du genome non impliquee dans la cassure. 

35 5) Procede selon Tune des revcndications 2 a 4, caracterise cn ce qii'on 

etabiit un histo^ramme des lonsueurs des sondes mcsurees. 
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6) Precede selon la revendication 5, caracierise en ce qu'on compare 
IMiisiogramme des longueurs des sondes avec un hisiosramme realise sur un senome 
temoin avec des sondes similaires. 

7) Precede selon la revendication 1 dc dosage d'une sequence 
5 genomique determinee dans un genome, caracterise en ce que : 

(a) on fixe et on peigne unc certaine quantite dudit genome sur une surface 
de peignage, 

(b) on hybride le produit dc peignage avec une sonde temoin marquee dc 
longueur It conrespondant a une sequence genomique diie temoin» c'esi- 

10 a-dire dont on connate le nombre de copies dans le genome, el avec 

Taide d'une sonde specifique marquee de longueur Ic correspondanl a la 
sequence genomique a doser, lesdites sondes pourront etre identifiees 
separement, 

(c) on mesure alors la longueur totale des signaux d'hybridaiion pour les 
1 5 deux sondes, soil Lc et Lt. 

(d) on calcule pour chacune le nombre de copies de la sequence 
correspondanl par le rapport 

LT Lc 
Nt= eiNc = 

20 It lc 



25 



et on en deduit le nombre de copies de la sequence a doser par rappon a 
la sequence temoin. 

8) Procede selon !a revendication 7, caracterise en ce que la sequence 
genomique dite temoin a une sequence preseme a un nombre enlier dc copies par 
genome et on en deduit la presence d'une anomalie genique lorsque Nc est 
significativement different de la valeur attenduc pour le nombre de genomes presents 
deduit de Nt. 

9) Procede selon !a revendication 7, caracterise en ce- que la sequence 
30 genomique dite temoin est constituee de differentes parties separees dont la longueur 

loiale It par genome est connue, el en ce que la sequence a doser est constituee de 
differentes parties separees dont la longueur tolale Ic par genome normal est connue, et 
ou on deduit ia presence d'une anomalie genique lorsque Nc est significaiivement 
different de la valeur attendue pour le nombre de genomes presents deduit dc Nt. 
35 10) Procede selon la revendication 7, caracterise cn cc que la sequence 

genomique dite temoin est une sequence presente a 2 copies par genome ct on deduit la 
presence d'une anomalie genique lorsque Nc et Nt soni signitlcativement differenis. 
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II) Procede selon Tune des revendications 7 a 10. caracterise en ce que la 
sequence a doser correspond a une sequence d'un cliromosome lie a une trisomie et que 
la sequence temoin est constituee par une sequence d*un autre chromosome, le rapport 
Nc / Nt etant alors voisin de I »5 en cas de trisomie. 
5 12) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que la sequence a 

doser correspond a une deletion d'un genome, la sequence temoin etant de preference 
une sequence du meme chromosome. 

13) Procede selon Tune des revendications I ou 7. caracterise en ce que 
la sequence a doser est une sequence repetee, la sequence normale etant alors de 

10 preference une sequence du meme chromosome. 

14) Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que la sequence 
genomique dite temoin et la sequence a doser sont identiques pour un genome donne, el 
en ce que plusieurs genomes differents sont peignes sur la meme surface de peignagc el 
ou on determine les quantiies respectives de genomes de chaque type. 

15 15) Procede selon la revendication I , caracterise en ce que : 

(a) on fixe et on peigne une certaine quantite dudit genome sur une surface 
de peignage, 

(b) on hybride le produit de peignage avec des sondes marquees avec des 
elements radioactifs, fluorescenls ou autres, tels que billes, particules, 

20 etc., correspondant a chaque clone, de sorte que lesdites sondes 

pourront etre revelees specifiquemenl, par une couleur notammenl. 

(c) on preleve Tinformation correspondant a la place de chaque clone ainsi 
que les tailles et les distances corrcspondantes sur le genome, 

(d) on reitere les operations b) et c) n fois en modifiant la couleur, le 
25 marquage ou le mode de revelation des sondes, sachant qu'avec p- 

couleurs, marquages ou modes de revelation differents, au bout de n 
hybridations on peut positionner p" clones. 

16) Precede selon Tune des revendications I a 15, caracterise en ce qu'on 
utilise des sondes marquees par des nucleotides modifies qui sont reveles 



17) Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'on 
utilise des sondes marquees par incorporation de nucleotides modifies par biotinylalion, 
par DIG ou d'autres haptenes qui sont reveles par un sysieme dc couches d'anticorps ou 
de molecules specifiques. 
55 IS) Procede selon Tune des revendications 1 a 16, caracterise en ce 

qu'on utilise aussi des sondes marquees par des nucleotides fluorescems. 

19) Procede selon Tune des revendications I a 16, caracterise en ce que 
I'on utilise des sondes nucieoiidiques dont certains alomcs sont remplaces. 
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20) Precede selon Tune des revendications 1 a 19, caracterise en ce qu'on 
dispose sur la surface peignee au moins une dizaine de copies du genome. 

21) Precede selon I'une des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
qu'on dispose sur la surface peignee d'un nombre suffisant de signaux pour avoir une 
incertitude statistique de moins de 20% sur le rapport Nc/Nt, 

22) Precede selon Tune des revendications 1 a 21, caracterise en ce que la 
surface comporte un ADN de calibrage qui permet de calibrer chaque mesure. 

23) Procede selon I'une des revendications 2 a 22, caracterise en ce que 
le genome provient d'un prelevement de fluide biologtque ou d*un tissu d'origine 
biologique. 

24) Procede selon Tune des revendications 2 a 22, caracterise en ce que 
le genome pro\dent d'un materiel biologique comportant au moins 80Vo de materiel 
genetique d*origine foetale. 

25) Kit de diagnostic ou de positionnement de genes pour la mise en 
oeuvre du procede selon Tune des revendications 1 a 24, caracterise en ce qu*il 
comporte au moins Tun des elements suivants : 

une surface de peignage, 

des sondes marquees ou destinees a etre marquees, correspondant aux 
anomalies a detecter, 
20 - un dispositif permettant le peignage de TADN. 

un genome temoin et/ou des sondes temoins correspondantes, ledit 
genome etant eventuellement fixe sur la surface a peigner, 
un ou plusjeurs resultats particuliers obtenus en utiiisant les protocoles 
precedents dans une ou plusieurs situations temoins, de fa9on a fournir 
25 une grille d'interpretarion des resultats obtenus dans les diagnostics 

effectifs, par exemple sous la forme d'un systeme expert (par exemple 
logiciel), 

un systeme expert permettant de faciliter la realisation de diagnostics 

selon le procede de Tinvention. 
30 26) Coffret de diagnostic pour la mise en oeuvre du procede selon Tune 

des revendications I a 24, caracterise en ce qu'il comporte des sondes standards de 
reference et des marqueurs genetiques permettant la localisation d'une sequence. 

27) ADN genomique ou partie d'ADM genomique capable de reagir, dans 
les conditions du peignage moleculaire, avec une sonde correspondant a un produit de 

35 transcription ou de traduction ou de regulation. 

28) Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'au moins Tune 
des sondes est un produit susceptible d'intsragir avec 1' ADN. 
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29) Precede selon la revcndication 1 , caracierise en cc qu'au moins Tune 
des sondes est un produit d'interet therapeutique susceptible dlnieragir avec T ADN. 

30) Precede selon la revcndication I, caractcrise en ce que la reaction de 
la sonde avec 1*ADN pcigne est modulee par une ou plusieurs molecules, solvants ou 

5 autres parametres pertinents. 

31) Molecule capable de reagir avec TADN genomique capable 
d'etrepeigne, isolee par Tun des procedes revendiques prccedemment. 

32) Molecule, solvant ou procedc relie a un paranietre mis en evidence 
par Tun des procedes revendiques precedemmcnl. 

10 
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